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- Íons cálcio  
CD- Cluster de diferenciação  
CK- Creatina quinase 
ED1
+





- Anticorpo utilizado para marcar receptores CD163
+
 
E.F- Exercicio físico 
FCR- Receptor Fc 
G6PDH- Glicose 6 fosfato desidrogenase 




IL-1Ra- Interleucina-1 receptor antagonista 





iNOS- Fator induzível de óxido nítrico 
JAK/STAT- via da janus kinase/via da estatinas 
LDH- Desidrogenase láctica 
LPS- Lipopolissacarídeos 
M1- Macrófagos do tipo 1 
M2- Macrófagos do tipo 2 
MCP-1-Proteína de quimioatração de monócitos e Mϕ 
M.E- Músculo esquelético 
MHC-I-Complexo maior de imunoistocompatibilidade I 






ROS- Espécies reativas de oxigênio 
S.I- Sistema imunológico 
SLPI- Inibidor de leucoproteinases de atividade secretória 
SOCS- Supressor da via de sinalização de citocinas 
TGF-α- Fator de crescimento tumoral-alfa 
TGF-β- Fator de crescimento tumoral-beta 
TH1- Linfócitos T auxiliar do tipo-1 
TH2- Linfócitos T auxiliar do tipo-2 
TLRs- Receptor do tipo TOLL 





Macrófagos (Mϕs) e células satélites (C.S) possuem importante comunicação nos processos de 
lesão e regeneração muscular. Após lesão (1 a 2 dias) Mϕs do tipo 1 (M1) são responsáveis pela 
remoção de células lesadas mediante fagocitose, inibindo os processos de miogênese. Nas fases 
de regeneração (3 a 7 dias), ocorre a finalização dos processos fagocíticos, com concomitante 
mudança fenotípica de Mϕs (fenótipo M2), que restabelecem os processos de miogênese, 
culminando na formação de novas estruturas. OBJETIVO: identificar o momento da mudança 
fenotípica de Mϕs, a modulação nos processos de miogênese e o envolvimento de citocinas no 
músculo tríceps cabeça longa e tríceps braquial medial de ratos Wistar após lesão induzida. 
MÉTODOS: indução de lesão muscular através do protocolo de E.F downhil; análise sérica de 
marcadores de lesão (CK e LDH), expressão gênica de Mϕs (CD68+, CD163+ e SLPI) e de C.S 
(MYOD e MIOGENINA) por RT-PCR e quantificação de citocinas (IL-6, IL-10 e TNF-α). Todos 
os procedimentos foram avaliados nos tempos 0, 24, 48 e 72 horas após o exercício, nos músculos 
tríceps braquial medial (TB) e tríceps cabeça longa (TCL). Os animais foram distribuídos em 
quatro grupos experimentais (G0, G24, G48 and G72) e um grupo controle (CTRL).  
RESULTADOS: Diminuição de LDH foi identificada 48 horas após a lesão induzida (G48 vs 
CTRL e G72, P≤ 0,05). No TCL observamos aumento de CD68 
+
 no G24 (G24 vs G72; P≤ 0,05) 
e aumento de CD163
+
 no G48 (G24 vs G48;P≤ 0,05), mostrando importante correlação inversa 
destes marcadores (r=0,61; P≤ 0,001). No TB foi observado apenas aumento de CD68
+
 24 horas 
após o E.F (G0 vs G24; P≤ 0,05) e inibição de CD163
+
 72 horas após (G0 vs G72, P≤ 0,05).  No 
TCL, ocorreu aumento de MYOD no G72 (G72 vs G0; P≤ 0,05),  que apresentou correlação 
positiva com as concentrações de TNF-α (r=0,69; P≤ 0,001). Além disso, foi observada a inibição 
de MIOGENINA no G24 (CTRL vs G24; P≤ 0,05) e o  seu restabelecimento no G72 (G24 VS 
G72; P≤ 0,05). No TB somente foi observada a elevação de MYOD 24 horas após (G0 VS G24; 
P≤ 0,05), sem alteração da expressão gênica de MIOGENINA, correlacionada positivamente com 
IL-10 (r=0,56; P≤ 0,002). No TCL, observou-se aumento de TNF-α nos grupos G48 (G48 vs 
CTRL; G48 vs G0; P≤ 0,001) e G72 (G72 vs CTRL; G72 vs G0 P≤ 0,001), que influenciou o 
comportamento de IL-10 e IL-6 (TNF/IL-10; r= 0,68; P≤ 0,001 e TNF/IL-6 r=0,65; P≤ 0,001). 
Observou-se correlação positiva entre IL-6 e IL-10 (IL-6/IL-10 r=0,70; P≤ 0, 001) no TB. 
CONCLUSÃO: Evidenciamos diferente comportamento entre as fibras musculares analisadas, 
onde TCL sofreu maiores alterações se comparado ao TB, denotado pelo aumento de TNF-α e 
mudança fenotípica de Macrófagos entre 24 e 48 horas após o E.F. Também observamos possivel 
modulação do E.F sobre a expressão de CD163
+





Macrophages (Mϕs) and satellite cells (S.C) are closely related to muscular injury and 
regeneration. After injury (1 to 2 days) Mϕs type 1 (M1) provide the clearance of injured cells by 
phagocytosis and impair myogenesis. During regeneration (4 to 7 days), phagocytosis is 
concluded and Mϕs are simultaneously converted to Mϕs type 2 (M2), which restore the process 
of myogenesis and enable the development of new structures. OBJECTIVE: identify the moment 
of Mϕs phenotypic change, the modulation of myogenesis and evaluate the implication of 
cytokines in triceps brachii long head (TLH) and triceps brachii medial head (TB) of Wistar rats 
after induced injury. METHODS: Appliance of exercise-induced injury protocol by downhill 
running; measurement of serum injury markers (CK and LDH), evaluation of gene expression of 
Mϕs (CD68+, CD163 and SLPI) and S.C. (MYOD and MYOGENIN) by RT –PCR and cytokine 
quantification (IL-6, IL-10 and TNF-α). All procedures were evaluated 0h, 24h, 48h and 72h after 
exercise, both in TLH and TB. Animals were distributed in four experimental groups (G0, G24, 
G48 and G72) and one control group (CTRL). RESULTS: 48h after induced injury we observed 
decrease in LDH (G48 vs CTRL and G72, P≤ 0.05). In TLH, the expression of CD68
+ 
was 
increased in G24 compared to G72 (P≤ 0.05) while the expression of CD163
+
 was increased in 
G48 compared to G24 (P≤ 0.05), which demonstrates an inverse correlation of these markers 
(r=0.61; P≤ 0.001). In TB, the expression of CD68
+
 was increased 24h after induced injury, 
compared to G0 (P≤ 0.05) while expression of CD163
+
 was decreased in G72, compared to G0 
(P≤ 0.05). MYOD was more expressed in TLH of G72, compared to G0 (P≤ 0.05) and this 
parameter presented a positive correlation with levels of TNF-α (r=0.69; P≤ 0.001). Additionally, 
in the same muscle (TLH) we observed an inhibition of MYOGENIN in G24 compared to CTRL 
(P≤ 0.05) and its restoration in G72, compared to G24 (P≤ 0.05). In TB, the expression of MYOD 
was increased 24h after induced injury (G0 VS G24; P≤ 0.05) and no change was observed in the 
expression of MYOGENIN, which was positively correlated to IL-10 (r=0.56; P≤ 0.002). In 
TLH, TNF-α was increased in G48 (G48 vs CTRL; G48 vs G0; P≤ 0.001) and in G72 (G72 vs 
CTRL; G72 vs G0 P≤ 0.001), what influenced IL-10 and IL-6 levels (TNF/IL-10; r= 0.68; P≤ 
0.001 e TNF/IL-6 r=0.65; P≤ 0.001). It was also observed a positive correlation among IL-6 and 
IL-10 in TB (r=0.70; P≤ 0. 001). CONCLUSION: We showed diference behavior between fiber 
type analized, were TCL is most sensible compare to TB. It is denoted by elevation of TNF-α, 
with  exerts important role in processes of myogenesis in period between 24 to 48h after downhill 
exercise, wich envolve with Mϕs phenotypic changes. Beside that, we evaluated important 
evidence among genetic expression of CD163
+





1-REVISÃO DE LITERATURA 
 
1.1-SISTEMA IMUNOLÓGICO, SISTEMA MONONUCLEAR FAGOCÍTICO 
E HETEROGENEIDADE DE MΦS. 
 
     O Sistema imunológico (S.I), junto à pele, é o mais importante sistema de 
defesa do organismo contra agentes de origem externa. Originadas na medula óssea, 
células mieloides e células linfoides são seus principais tipos celulares (Ennaciri et 
al., 2009).  
Juntos, estes dois tipos celulares são responsáveis pela maioria das funções 
exibidas pelo S.I.  A resposta imune inata, a adaptativa e a inflamação são exemplos 
clássicos das interações destas células frente a distúrbios de origem endógena ou 
exógena (Akira et al., 2009 e Abdelsadik et al., 2011). 
De origem mieloide, Mϕs são responsáveis pela interligação entre a resposta 
imune inata à resposta imune adquirida. Representantes da imunidade inata, Mϕs 
reconhecem e apresentam antígenos para os linfócitos T auxiliares, iniciando as 
primeiras etapas que constituem a resposta imune adquirida e consequentemente a 
produção de anticorpos pelos linfócitos B (Geissmann et al., 2010 e Abdelsadik et 
al., 2011). 
 Além disto, Mϕs são umas das principais células envolvidas nos processos de 
inflamação aguda ou crônica. Através da sua elevada capacidade de produção de 
citocinas, nitritos e nitratos, peróxido de hidrogêgio e diversos fatores de crescimento 
Mϕs encontram-se ativados na maioria das doenças caracterizadas inflamatórias, 
como nas autoimunes, na presença de tumores, insuficiência cardíaca e doenças 
musculoesqueléticas (Prokop et al., 2011e Hao et al., 2012). 
Nos alvéolos, fígado, peritônio, tecido adiposo e M.E, Mϕs exibem diversas 
funções, dentre as quais se destacam seus efeitos imunológicos, somado a 
importantes funções de regulação tecidual como controle do apoptose, limpeza de 
dejetos celulares e eliminação de corpos estranhos (Akira, 2009). 
 Além de exercerem funções distintas conforme o sítio ou estado de ativação, 
Mϕs também podem assumir diferentes magnitudes em relação as suas 
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especificidades. O exemplo é demonstrado através da comparação funcional entre 
células de Kupffer, (Mϕs infiltrados no tecido hepático) comparado a Mϕs 
associados nos alvéolares. Enquanto células de Kupffer exibem maior capacidade 
fagocítica, macrófagos alveolares exibem maior capacidade citotóxica (Mil'to IV et 
al., 2012). 
  Neste sentido, a mudança na magnitude de funções dos Mϕs também é 
observada nos processos de lesão e regeneração muscular. Inicialmente os Mϕs 
recrutados pelo M.E após lesão, exibem elevada capacidade de fagocitose devido à 
marcada presença de células mortas e dejetos celulares formados pela necrose 
tecidual. Contudo, com a diminuição e remoção destes dejetos em períodos tardios 
da lesão, Mϕs suprimem sua atividade fagocítica, compensando-a com aumento de 
suas funções proliferativas, estimulando comunicação parácrina com células 
musculares adjacentes e consequente secreção de substâncias reparatórias, como 
TGF-β, IL-4 e IL-10 (Zhang & Mosser et al., 2008 & Martinez et al., 2010).  
Indiscutivelmente, os processos exibidos pelos Mϕs no final das etapas de 
lesão e regeneração muscular pouco se assemelham a seus processos iniciais. Deste 
modo, para melhor compreensão e estudo deste tipo celular, pesquisadores da área da 
imunologia classificam os diferentes tipos de Mϕs envolvidos nestes processos  
como: M1 e M2. (Gordon &Taylor, 2005; Sica & Mantovani et al., 2012).  
Em revisão, o grupo do professor Laskin  et al. (2009) intertextualiza a 
capacidade plástica dos Mϕs com o filme “Guerra nas estrelas” feito nos anos 70 
pelo escritor e diretor George Lucas. No seu trabalho, subintitulado “Batlle of 
forces” o autor discute que este tipo celular não só exibe um perfil heterogêneo mas 
também que este comportamento é estimulado de diferentes formas, dadas as 
influências do microambiente. No filme, o mesmo ocorre com o protagonista 
“Anakin Skywalker” que, estimulado por “forças” distintas, assume papel de herói 
(Anakin) ou vilão (Darth Vader). Ainda, o mesmo autor relaciona as funções dos 
distintos fenótipos de Mϕs com o filme “Jekyll and Hyde” dirigido por Victor 
Fleming (1941) traduzido para o português como o “Médico e o Monstro”, sugerindo 
que em processos inflamatórios, M1 pode agir como “monstro” exacerbando a 
inflamação e M2 como “médico”, promovendo o desfecho da resposta inflamatória e 
ajudando no crescimento de um novo tecido. 
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 De fato, vários trabalhos têm demonstrado que a mudança no microambiente é 
determinante no controle da mudança fenotípica de Mϕs, desde a expressão de 
receptores até funções que caracterizam este tipo celular (Mantovani et al., 2004; 
Varin et al., 2010; Gordon et al., 2010). 
Mϕs do tipo M1 são células que apresentam receptores Toll like-4 e podem ser 
estimulados por lipopolissacarídeos (LPS) e interferon-γ (IFN- γ). Dentre suas 
funções, quando ativado, este M é estimulado a produzir diversas substâncias como 
óxido nítrico (NO) e citocinas, principalmente IL-1β, IL-6 e TNF-α. O aumento da 
produção de NO pela ativação de M1 estimula a produção de compostos tóxicos, 
como a produção de nitritos e espécies reativas de oxigênio (EROS), de atividade 
microbicida e citotóxica (Mantovani et al., 2004). Já o aumento da liberação de 
citocinas resulta na amplificação das respostas pró-inflamatórias. No entanto, quando 
o microambiente é composto por citocinas e/ou substâncias de caráter anti-
inflamatório, especialmente IL-13, IL-10, (inibidor de proteases secretado por 
leucócitos) SLPI e TGF-β, Mϕs são estimulados a responder de forma distinta, 
alterando seu fenótipo para um perfil anti-inflamatório conhecido como M2 
(Mantovani et al., 2004). 
Os M2 são responsáveis por aumentar a produção de citocinas anti-
inflamatórias e fatores que promovem inibição dos Mϕs do tipo M1. Além disso, a 
comunicação entre estes tipos celulares tem sido destaque nas últimas revisões da 
área da imunologia, pois sua diferenciação e ação parecem estar relacionadas às 
Mieloyd Derived Stem Cells (MDSCs), responsáveis por regular e direcionar algumas 
respostas imunes (Umemura et al., 2008; Abdelsadik & Trad 2011). 
 Em revisão, Gordon et al. (2003) foram categóricos ao elencar alguns 
estímulos que governam a ativação dos diferentes fenótipos de Mϕs, demonstrando 
in vitro o elevado potencial heterogênio destas células. Neste sentido, quando Mϕs 
eram estimulados por citocinas liberadas por TH1 (T helper 1) assumia um fenótipo 
inflamatório, já quando estimuladas por citocinas liberadas por TH2 (T helper 1) este 
fenótipo era suprimido e induzia diferenciação celular. 
Interferon-γ, IL-2, IL-6 e TNF-α são citocinas do tipo TH1, pró-inflamatórias. 
Na inflamação, a liberação destas moléculas estimula a expressão de CD11B e CD 
68
+ 
nos M1, sendo estes dois receptores importantes alvos para a determinação da 
atividade destes Mϕs. No entanto, quando estimulados por citocinas do tipo TH2 
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(IL-4, IL-10 e IL-13), anti-inflamatórias, ocorre aumento na expressão de dois 
receptores distintos: CD 163
+
 e CD 206
+
, característicos da ativação de M2 (Tidball e 
Villalta 2010). Ainda, como demonstrado na tabela 1, outros fatores como os 
glicocorticoides também são substâncias chave na mudança fenotípica. 
A liberação de citocinas é determinante para que ocorra a mudança fenotípica 
de Mϕs. No entanto, as vias que governam esta mudança ainda são pouco 
compreendidas. No trabalho do professor Hesse et al. (2001), foi demonstrado 
importante participação do metabolismo da L-arginina na mudança fenotípica de 
Mϕs no tecido adiposo. A L-arginina é um importante aminoácido envolvido com as 
funções dos Mϕs. Durante as atividades microbicidas e/ou ativação próinflamatória a  
L-arginina promove a formação de NO, via ativação de oxido nítrico induzível 
(iNOS), no entanto, quando ocorre ativação de M2, observasse aumento da atividade 
enzimática de Arginase-1 responsável por inibir a sintese de NO e estimular a sintese 
de prolinas e poliaminas, estimulando assim aproliferação e diferenciação deste tipo 
celular (Hesse et al., 2001 e Witte et al., 2003). 
Atualmente vários trabalhos têm evidenciado o comportamento dos subtipos de 
Mϕs em diversos sítios e doenças (Yehuda-Shnaidman et al., 2012; Chihara et al., 
2012; Duan et al., 2012 e Sica & Montovani et al., 2012). Dentre estas doenças, 
algumas acometem o M.E, como a distrofia muscular (Villalta el al., 2009); fibrose 
(Wehling et al., 2010) e miopatias induzidas por sarcoidose (Prokop et al., 2011). No 
entanto, ainda não se sabe exatamente como a mudança de M1 para M2 deve ser 
regulada durante estes processos, caso ela realmente ocorra, o que sugere a 
necessidade de estudos que evidenciem a mudança fenotípica de Mϕs de maneira 
mais aprofundada, voltadas às suas principais vias de ativação e de diferenciação 





Tabela 1 - INFLUÊNCIA DO MICROAMBIENTE NA ATIVAÇÃO DOS DIFERENTES TIPOS DE Mϕs 
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TLRs (toll like receptor), IL-(interleucina), MR (receptor de manose) PGE (prostaglandinas) MHC 
(complexo maior de imunohistocompatibilidade) FcR  (Fragment, crystallizable receptor). IFN-γ 
(interferon gama) TGF (fator de crescimento tumoral) EROS (espécies reativas de oxigênio). 
 
1.2- PROCESSOS DE LESÃO E REGENERAÇÃO MUSCULAR, C.S E MΦS. 
 
Além de exibir importante papel na remoção de células mortas, os Mϕs 
recrutados pelo M.E após lesão também exibem interações celulares que estimulam a 
proliferação e diferenciação de C.S no M.E. Massimino et al. (1997) foram um dos 
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primeiros a demonstrar in vitro o potencial exibido por Mϕs sobre a proliferação de 
células miobláticas. Onde M2, marcados com anticorpo ED2
+
 (CD163) Mϕs 
(isolados do peritônio) aumentou a formação de miotúbulos, via aumento da 
expressão de MYOD. 
 Resultados similares também foram encontrados por Merly et al. (1999). In 
vitro, em uma co-cultura composta de Mϕs (extraídos do peritônio) e C.S isoladas do 
M.E (peitoral maior) de duas espécies de camundongos, observou-se que o meio 
composto por Mϕs estimulava 3 alterações não observadas nas C.S controle. 
Aumento na diferenciação mioblástica, aumento na frequência de células positivas 
para MIOGENINA e aumento na expressão de isoformas de miosina em 
desenvolvimento. No entanto, neste trabalho não foi possível identificar quais foram 
os fatores responsáveis que estimulavam este conjunto de fenômenos. 
 Após estes trabalhos pioneiros, os estudos sobre comunicação entre Mϕs e C.S 
expandiram-se para outros fenômenos, como nos processos de lesão e regeneração 
muscular. Neste sentido, in vivo, o estudo da comunicação entre M.E, C.S e Mϕs, 
sofrem algumas complicações, devido à dificuldade de se determinar qual é o papel 
individual destas células. Uma opção desenvolvida foram os ensaios responsáveis 
por extração e purificação de células, isolando-as do microambiente. Porém, apesar 
deste método responder questões individuais, ainda sofre limitações devido à 
ineficácia de se reproduzir um ambiente similar ao encontrado no seu nicho de 
origem (Tidball et al., 2007; Arnold et al., 2007 e Zhang et al. (2009),   
Outra opção desenvolvida foi à criação de animais geneticamente modificados, 
trangênicos e a utilização de animais Knockout (KO), que diferentemente das 
técnicas de isolamento, permite criar dados que evidenciam o comportamento de 
moléculas e fatores de ativação meio ao microambiente associado. 
Com animais KO para receptor de fator quimiotáxico 2 (CCR2), Warren et al. 
2005, investigaram a importância de Mϕs em duas espécies de camundongos; 
selvagens e  KO de CCR2, 1, 4, 13, 21 e 28 dias após a lesão induzida a frio. Dois 
marcadores de identificação no homogeneizado do M.E foram utilizados: Mac-3 
(marcador de Mϕs) e MIOGENINA (marcador de diferenciação de C.S). Foi 
demonstrado que os animais selvagens apresentaram maior recrutamento de Mϕs, 
aumento na expressão de MIOGENINA e melhores parâmetros de recuperação 
muscular comparado aos animais KO. Isto evidencia que a participação de CCR2 é 
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fundamental para que ocorra o recrutamento de Mϕs e subsequente melhora nos 
parâmetros de diferenciação de C.S. e regeneração muscular. 
Após estes resultados, o mesmo grupo, Summan e Warren et al. (2006), 
investigaram a influência dos Mϕs, 1 e 3 dias após o mesmo modelo de lesão. No 
entanto, ao invés de utilizarem animais KO, eles se utilizaram da infusão de 
clodronato (dichloromethylene bisphosphonate), potente estimulador dos processos 
de apoptose em monócitos e Mϕs. Eles observaram que após lesão, como no modelo 
anterior, nos animais experimentais, com menores concentrações de Mϕs, ocorreu à 
diminuição de vários parâmetros regenerativos nos períodos analisados, inclusive 
com ausência de proliferação e diferenciação de células miogênicas (MYOD e 
MIOGENINA). Em conclusão, estes dois trabalhos mostraram que a diminuição 
moderada de recrutamento de Mϕs no M.E em período inicial da lesão, inibe 
parcialmente os processos regenerativos e de proliferação de C.S após lesão. 
    Também estudando a participação de fatores quimioatrativos nos processos de 
lesão muscular, Zhang et al. (2009), utilizaram outro modelo KO, deleção gênica de 
Chemokine (C-X-C motif) ligand 16 (CXCL16) para evidenciar o comportamento de 
Mϕs e sua comunicação com C.S. Após induzir lesão no músculo tibial anterior 
(TA) através de cardiotoxina, vários parâmetros relacionados com recrutamento de 
neutrófilos, Mϕs, regeneração muscular e ativação de C.S foram avaliadas. Dos 
resultados mais proeminentes, foi observado que os animais KO recrutaram maior 
quantidade de neutrófilos comparada aos animais selvagens. No entanto, a atração de 
Mϕs nestes animais KO foi parcialmente inibida, o que prolongou o período de 
regeneração muscular comparado aos animais controle. Além disto, também foi 
observado que os animais KO apresentaram menor expressão gênica de MYOD e 
MIOGENINA, comparado aos animais controle. Sugerindo importante papel dos 
Mϕs na ativação e proliferação de C.S. 
Tidball et al. (2007) também investigaram o comportamento de Mϕs sobre 
diversos parâmetros da lesão, regeneração muscular e comunicação com C.S. O 
modelo de lesão empregado foi o modelo de unloading e reloanding  (Thomason et 
al., 1990). Este protocolo consiste em pendurar os animais pela pata durante um 
período de 10 dias consecutivos em gaiolas específicas e individuais (reloading) e 
repousá-los durante 4 dias após o protocolo de suspensão (unloading). 
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Ao invés de utilizarem animais KO, outro método foi empregado. No reloading 
(0, 2 e 4 dias) foram administrados doses de anti-F4/80 (Anticorpo inibidor de F4/80 
nos Mϕs de camundongos) para os animais do grupo experimental e doses similares 
de IgE (imunoglobulina E) para os animais controle, sendo o músculo sóleo 
dissecado para as análises. Quanto às concentrações de Mϕs no M.E, nenhuma 
diferença fora observada zero e após 2 dias de tratamento.  No entanto, 4 dias após o 
modelo de lesão os animais do grupo experimental apresentaram menores 
concentrações de Mϕs por miligrama de tecido comparado ao grupo controle. Além 
disto, no dia 4 os animais do grupo experimental apresentaram menores taxas de 
lesão (porcentagem de fibras lesadas). 
Analisando a proliferação de C.S no reloading, observou-se aumento na 
centronucleação destas células, em ambos os grupos experimentais 2 e 4 dias após, 
sugerindo diferenciação terminal. Porém, nos animais controle este aumento foi mais 
proeminente. Este resultado sugeriu que a presença dos Mϕs foi a principal 
responsável pelo desencadeamento desta ativação. Para as C.S positivas de MYOD, 
foi observada redução proliferativa no dia 4 comparado ao dia 2. No entanto, o grupo 
experimental apresentou diminuição comparada ao controle, sugerindo que o grupo 
experimental apresentava um atraso na estimulação de C.S, comparado aos animais 
controle. Ou, ainda, que um diferente tipo de Mϕ infiltrado, que não o F4/80, 
estivesse estimulando a proliferação de C.S nos animais experimentais neste período. 
Por fim, avaliando a área de secção transversa nos tempos de recuperação, 
observou-se que tanto o grupo controle, quanto o grupo experimental aumentaram 
significativamente suas áreas de 2 e 4 dias após o protocolo de lesão. Porém, o grupo 
controle continuou a aumentar sua área de secção transversa do dia 2 para o dia 4, o 
que não ocorreu com o grupo experimental Tidball et al. (2007). 
 Após este expressivo trabalho de Tidball et al. (2007), Arnold et al., no mesmo 
ano, mostraram que a participação de Mϕs e sua comunicação com C.S é um pouco 
mais complexa e exibe outros fenótipos de Mϕs associados. Após estimular lesão em 
camundongos por meio de notexina, foram avaliados dois tipos de Mϕs isolados do 
músculo TA dos animais, M1(CX3CR1low/Ly-6C
+
) e M2 (CX3CR1high/ Ly-6C
-
) 0, 
1, 2, 4, 7 e 10 dias após lesão. Além de avaliar suas concentrações nestes períodos, os 
subtipos de Mϕs retirados do M.E foram incubados na presença de C.S e observado 
sua influência sobre a miogênese. Em relação às concentrações de Mϕs, a primeira 
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observação foi de que M1 atingiu seu pico de concentração 1 dia após lesão, 
enquanto que M2 7 dias após e manteve-se aumentada até o dia 10. Os resultados 
demonstraram mudança significativa de fenótipos 4 dias após lesão induzida (Arnold 
et al.,2007).  
 No ensaio de co-cultura composto de Mϕs e C.S, foram feitas estimulações 
com diferentes citocinas e avaliados diferentes parâmetros de crescimento, 
proliferação, diferenciação e fusão de C.S. Nestes ensaios, Mϕs foram estimulados 
separadamente com IFN-γ/LPS; IL-4 e dexametasona/IL-10 e comparados a um 
ensaio controle sem estimulo. Em relação ao crescimento de C.S foi demonstrado 
que IFN-γ/LPS promoviam aumento significativo comparado ao grupo controle, o 
que não foi observado com os outros estímulos. Na proliferação, através da 
incorporação de Bromodeoxyuridine (Brdu), observou-se aumento significativo pelo 
estímulo de IFN-γ/LPS em comparação ao controle. Porém este aumento foi menor 
do que quando houve estimulação por IL-4, mostrando notada capacidade miogênica 
desta citocina (Arnold et al.,2007).  
Na etapa de diferenciação celular, foram avaliados os estímulos da presença 
Mϕs e sua associação com a MIOGENINA. Apenas a presença de Mϕs (sem 
estimulo) aumentou o numero de células positivas, que fora inibida por IFN-γ/LPS. 
Ainda, Mϕs estimulados por IL-4 e Dexametasona/ IL-10 ocasionaram aumento 
mais robusto comparado aos Mϕs estimulados com as outras substâncias. Por fim, o 
mesmo ocorrido na diferenciação celular, ocorreu nas etapas finais de fusão das C.S, 
onde estes processos foram inibidos por IFN-γ/LPS e aumentados por IL-4 e 
Dexametasona/IL-10 (Arnold et al.,2007).. 
 Estes dois últimos trabalhos de Tidball et al. (2007) e Arnold et al. (2007), com 
adequado desenho experimental, demonstraram a importância que Mϕs exibem nos 
processos de lesão e regeneração muscular, estimulando de diferentes formas as 
manifestações de C.S durante os estes processos, evidenciando principalmente o 
papel  mitogênico exibido por IL-4.  
Contudo, uma série de substâncias agindo exclusivamente, ou em 
concomitância com outras são sérias candidatas a receberem os méritos da mudança 
fenotípica de Mϕs durante os processos citados.  
No trabalho de Deng & Tidball et al. (2012), com ratos KO para IL-10, foi 
observada a influência de TNF-α e IL-10 (expressão gênica no músculo sóleo) 1 e 4 
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dias após protocolo de lesão (suspensão dos ratos através da pata (unload e 
reloanding model) na resposta inflamatória induzida pelo M.E e sobre a mudança 
fenotípica de Mϕs. Nos animais selvagens, foi demonstrado aumento na expressão 
de TNF-α 1 dia após lesão induzida e este aumento correspondia ao pico de ativação 
de M1 (marcador CD68
+
). No dia 4, após lesão, ocorreu a diminuição tanto de TNF- 
α  como de M1, que foi substituído pelo aumento da IL-10 e M2 (marcador CD163
+
). 
Nos animais KO para IL-10, observou-se que no primeiro dia após lesão, ocorreu 
aumento de M1 e de TNF-α, porém, no quarto dia após lesão, não houve aumento na 
expressão de M2 (CD163
+
). Contudo,  além de não aumentar a presença de M2, 
outro fenômeno fora observado. Com a inibição de IL-10, observou-se uma elevação 
significativa de IL-6 neste período, sugerindo que existe uma importante regulação 
entre a liberação desta citocina nos processos de lesão e regeneração muscular. 
Evidentemente o comportamento mútuo de Mϕs e C.S são preponderantes para 
que ocorra de forma adequada os processos de regeneração muscular. Deng & 
Tidball et al. (2012),  no último trabalho citado, demonstraram importante 
envolvimento de IL-10 nos processos de mudança fenotípica, sugerindo que esta é 
uma das citocinas chaves em coordenar tal mudança. Porém, ainda não foram 
apresentados subsídios que comprovem a real importância desta citocina sobre os 
mecanismos de ação e sinalização intracelular de mudança fenotípica, sendo 
necessária maior atenção nas influências que outras citocinas ou moléculas 
eventualmente exerçam sobre este microambiente.   
Em revisão Paulsen et al, (2012) elencou diversos estudos sobre a lesão 
induzida pelo E.F, no qual classificou quais tipos e modalidades são responsáveis por 
induzir maiores alterações no M.E. Notadamente, E.Fs de longa duração, resistidos e 
modelos excêntricos, principalmente sem adaptação muscular prévia são os modelos 
com maiores alterações musculares. Isto decorre fundamentalmente por que este tipo 
de contração muscular induz maiores alterações comparado com o E.Fs concêntricos, 
como a indução de resposta inflamatória e marcadores de necrose. 
Estas alterações musculares decorrem fundamentalmente devido a contração 
concêntrica ser responsável por incurtar as fibras do M.Eenquanto a contração 
excêntrica é forçada a favor do estiramento muscular. Além disto, o componente 
excêntrico apresenta menor controle motor, que acaba ocasionando menor 
recrutamento muscular em comparação ao movimento concêntrico, o que promove 
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diversas alterações musculares, como ruptura sarcoplasmática e alterações nos 
mecanismos de excitação e contração musculares, desencadeando maiores processos 
lesivos. 
Neste sentido, pelo o E.F excêntrico ocasionar maiores alterações musculares 
comparado com o concêntrico, este tipo de modelo é um dos mais adequado a serem 
utilizados para o estudo do comportamento da comunicação de Mϕs e C.S pós E.F.  
 
1.3- EXERCICÍO FÍSICO, CITOCINAS E MÚSCULO ESQUELÉTICO. 
Os estudos sobre as influências de citocinas no microambiente de lesão datam 
da década de 1940. Menkin.  (1943), estudando os mecanismos envolvidos com a 
lesão em diversos tecidos, identificou uma série de substâncias que participam 
durante as respostas inflamatórias locais. Substâncias com características similares a 
peptídeos hormonais estavam sendo encontradas nas lesões, sugerindo que sua 
produção era desencadeada por células do S.I. Na década de 1960, o trabalho de 
Snell et al. (1965), demonstraram algumas evidências que estas mesmas substâncias 
também eram  liberadas por outros tecidos, inclusive o M.E.  
 Algumas destas moléculas foram isoladas e infundidas em animais sadios, 
buscando observar qual seria a consequência do seu efeito isolado. Classificada 
como molécula pirogênica, uma destas moléculas promoveu aumento da temperatura 
corporal e sistêmica desses animais. Só mais tarde esta substância pirogênica 
identificada em vários tecidos em estados inflamatórios foi reconhecida como a 
primeira interleucina, classificada como IL-1.  
 Muito tempo depois após as primeiras identificações por Merkin. (1943),  
Dinarello, (1997) foi um dos primeiros a conduzir trabalho de revisão sobre vários 
aspectos relacionados com a síntese, secreção e sinalização de IL-1, descrevendo 
seus principais mecanismos de ação e funções nas reações inflamatórias.  
 A princípio, não existiam meios suficientes para realmente demonstrar que 
a produção local desta substância não era de exclusividade imunológica.  No entanto, 
nas duas últimas décadas as evidências de que o M.E também secreta estes fatores, 
independentemente das populações estudadas já foram demonstradas. A exemplo, no 
trabalho de De Rossi et al, (2000) com cultura de mioblastos humanos ausente de 
populações imunológicas, demonstrou-se que miócitos eram capazes de expressar 
(expressão gênica e proteica) diferentes marcadores de citocinas IL-1β, IL-1α, IL-6, 
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TNF-α e fatores quimioatrativos IL-8, MCP-1 e RANTES. Além disto, estes achados 
foram confirmados no sobrenadante por ELISA, sugerindo que, dependendo do 
estímulo, o M.E é capaz de produzir e secretar moléculas importantes no 
direcionamento das respostas inflamatórias.  
 Durante e após o E.F, as evidências da secreção de citocinas pelo M.E são 
datadas da década de 1980. Cannon et al, (1983) demonstraram que os mesmos 
efeitos desencadeados nos roedores também se encontrava em seres humanos. Após 
corrida, também foi observado aumento nas concentrações desta molécula, e este 
aumento também foi correlacionado com aumento da temperatura corporal dos 
corredores. Contudo, só no seu segundo trabalho, Cannon et al, (1989), evidenciaram 
que esta secreção era mediada pelo E.F e que esta molécula pirogênica tratava-se da 
mesma IL-1 demonstrada por Menkin. 
 Após estes trabalhos, outros modelos experimentais têm demonstrado que o 
E.F, em especial a contração do M.E, é responsável pela secreção de diversos fatores, 
inclusive de citocinas (Pedersen et al., 2003). 
 Ostrowski et al, (1998), identificou  elevações consideráveis de IL-6, pós 
E.F. Através de biópsias no M.E e coleta sanguínea foram avaliadas a expressão 
gênica de IL-1β, IL-1Ra, TNF-α e IL-6 após maratona (2 horas de duração). O 
resultado mais robusto deste trabalho foi a identificação expressiva de IL-6 
(expressão gênica) no M.E imediatamente após a corrida, no qual diminuía 
significativamente 2 horas após o E.F. Além deste aumento local, também foi 
observado aumento abrupto desta citocina no plasma dos corredores. Estes achados 
demonstraram fortes evidências que a secreção desta citocina era induzida pela 
contração do M.E, uma vez que tamanha capacidade de secreção nunca fora 
observada por células imunológicas pós E.F. 
 Ergueu-se a hipótese de que a origem deste aumento abrupto de IL-6 após o 
E.F poderia ser ocasionado pelas populações imunológicas presentes na corrente 
sanguínea pós-exercício. Neste sentido, Starkie et al, (2001), também após maratona, 
isolaram monócitos da corrente sanguínea dos corredores e avaliaram a produção 
total de IL-6, comparando sua produção com as concentrações de IL-6 encontradas 
na corrente sanguínea. Assim, foi determinado que dificilmente a origem plasmática 
desta substância fosse somente de células imunológicas. 
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   Hiscock e Febbraio et al, (2004) demonstraram que além do E.F promover 
aumento de IL-6, este aumento era induzido por diferentes tipos de E.F, propondo 
que, possivelmente, o tipo de  fibra muscular e/ou metabolismo envolvido pudesse 
estar relacionado com a intensidade de liberação desta citocina Os voluntários 
também sofreram biópsias do músculo vasto lateral coletadas antes e após  ciclo de 
ergômetro de pernas (0 e 120 min. após protocolo) e avaliadas quanto à sua 
expressão gênica de IL-6. 
 Os músculos foram separados de acordo com a quantidade de glicogênio 
determinada através da reação periódica do ácido-Schiff (periodic acid schiff assay). 
Este trabalho demonstrou que além da produção local de IL-6 de ambos os 
tipos de fibras musculares, as fibras do tipo 2, glicolíticas, exibiam maior produção 
comparada às fibras do tipo 1, oxidativas.  
 Neste mesmo sentido, Farmawati et al. (2013),  através de estimulação 
elétrica de células musculares  (miotúlos C2C12),   in vitro, também evidenciaram  o 
comportamento de diferentes fibras musculares e sua capacidade de secreção de IL-
6. Neste trabalho, foi demonstrado que a contração muscular isolada foi responsável 
pelo aumento de IL-6 no sobrenadante.  No entanto, na presença de glicogênio 
observou-se que a produção de IL-6 foi suprimida, sugerindo haver um importante 
controle metabólico na sua liberação influenciada pelo tipo de fibras musculares 
envolvidas. 
 Além da produção local de citocinas, alguns trabalhos buscaram elucidar 
qual é o papel fisiológico desta abrupta elevação de IL-6 pós E.F no soro. Para 
simular esta elevação, Steensberg et al. (2003) administraram doses de IL-6 similares 
às encontradas pós E.F (140pg/ml, maratona) em voluntários jovens, do sexo 
masculino.  Evidenciando o comportamento de outras citocinas pró (TNF-α, proteína 
C-reativa) e anti-inflamatórias (IL-10 e IL-1Ra), liberação hormonal (adrenalina, 
noradrenalina e cortisol) e resposta de linfócitos e neutrófilos. O protocolo de infusão 
de IL-6 consistiu em dois períodos distintos: os períodos de infusão de IL-6 ou 
substância salina (0, 1, 2 e 3 horas) e o período de recuperação, pós-infusão, 5, 6 e 24 
horas. No período de infusão 4 principais alterações foram observadas, o aumento de 
cortisol, IL-10, IL-1Ra e neutrófilos. Concomitantemente a estas alterações foi 
observada diminuição na taxa de linfócitos e inalteração das concentrações de TNF-
α. Nos períodos de recuperação foi observado o retorno basal destas variáveis. 
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 Os resultados demonstraram que a infusão isolada de IL-6 nas mesmas 
concentrações observadas após E.F, foi responsável por promover uma resposta anti-
inflamatória nos indivíduos. Este achado foi de principal importância, pois 
explicaram ao menos em parte, alguns dos efeitos benéficos do treinamento físico no 
tratamento de diversas doenças, principalmente nas doenças de cunho inflamatório. 
Ainda, nos moldes clássicos do estudo sobre doenças, IL-6 sempre foi associada ao 
aumento de TNF-α onde suas concentrações coexistiam no ambiente de inflamação.  
Além destas funções anti-inflamatórias, Pedersen et al, (2007) propuseram que 
as citocinas liberadas pelo M.E após o E.F também são responsáveis  por regulações 
metabólicas, principalmente no tecido hepático, tecido adiposo e M.E. Indução da 
lipólise, aumento da captação de glicose pelo músculo e glicogenólise hepática foram 
os efeitos mais pronunciantes associados a IL-6 durante e após o E.F. Ainda, foi 
proposto que esta e outras alterações promovidas pelo E.F, se  associadas a um estilo 
de vida saudável, promovem melhora em diversos parâmetros relacionados às 
doenças, como diminuição da resistência insulínica, melhoras nos parâmetros 
cardiovasculares e menor incidência de tumores. 
Outras citocinas como a IL-8 e IL-15 também já foram evidenciadas pelas 
contrações do M.E induzida pelo E.F. Akerstron et al, (2005) e Frydelund-Larsen et 
al, (2007), com desenho experimental similar, demonstraram dois resultados 
importantes sobre a liberação de IL-8 e a presença do seu receptor nos miócitos 
durante e após o E.F. No primeiro trabalho de Akerstron, demonstrou-se que 
imediatamente após o E.F, ocorreu aumento na expressão gênica de IL-8. Contudo, 
este aumento só foi revelado através de expressão proteica 3 horas após protocolo de 
cicloergômetro. O pico de suas concentrações no M.E ocorreu de 3 a 6 horas após o 
E.F, onde não foram observadas alterações plasmáticas na sua concentração. 
No Segundo trabalho de Frydelund-Larsen et al, (2007), com mesmo desenho 
experimental, foram observadas as alterações ocorridas no receptor de IL-8 no M.E 
após o E.F. Antes e imediatamente após o E.F, pouca expressão de CXR2(receptor 
de IL-8) foi observada. Contudo, 4, 5 e 9 horas após protocolo de E.F, foram 
observados aumentos significativos (expressão proteica e imunoistoquímica) no 
endotélio vascular, com pouca expressão nos miócitos.  
 Juntos, estes dois achados demonstraram que após protocolo de E.F houve 
secreção de IL-8 e aumento do seu receptor pós E.F. Contudo, as alterações na 
15 
 
produção desta citocina não atingiram a corrente sanguínea na mesma magnitude 
como já fora observado pela IL-6, sugerindo que estas alterações exibem maior 
envolvimento com os processos locais, como na quimioatração de células 
imunológicas e auxílio nos processos de lesão e regeneração muscular. 
 Além do papel metabólico e inflamatório, sugerido pela liberação das 
diversas citocinas pós E.F, recentemente outros trabalhos têm evidenciado o papel 
que o M.E pode exibir na liberação de outras citocinas, inclusive na liberação de 
citocinas com importante participação imunológica e de caráter miogênico. Rosa et 
al, (2011) por meio de protocolo exaustivo em esteira (aproximadamente 50 min. a 
70% do Vo2 máx.) em ratos (Controle, n=6; E0, n=6; E2, n=6 e E6, n=6, 
respectivamente submetidos a eutanásia 0, 2 e 6 horas após protocolo de E.F), 
demonstrou que o E.F era capaz de induzir secreção de IL-2 e IL-4 pelo M.E. Os 
resultados encontrados evidenciaram aumento de IL-2 no E0 tanto no músculo 
extensor longo dos dedos (EDL) quanto no músculo sóleo, o que não ocorreu com 
IL-4, que foi observado somente no sóleo. Contudo, seis horas após o protocolo, foi 
observado aumento nas concentrações de IL-4 somente no EDL e diminuição 
significativa no sóleo, demonstrando que fibras do tipo I e II apresentam diferente 
capacidade de secretar esta substância.  
Ainda, este trabalho demonstrou que o aumento de IL-4 no EDL relacionou-se 
com o aumento da expressão proteica de MYOD após 6 horas do protocolo de E.F. 
Entretanto, além de mostrar que possivelmente a secreção de IL-4 estava envolvida 
com o tipo de musculatura, também foi demonstrado importante comunicação celular 
local associada à proliferação de C.S. 
A maioria dos modelos experimentais que estudam a capacidade de secreção 
de moléculas pelo musculo ou o envolvimento de celulas miogênicas e mieloides 
durante o E.F, prioritariamente selecionam dois tipos clássicos de musculatura de 
acordo com sua atividade metabólica. Fibras do tipo I, de contração lenta e fibras do 
Tipo II de contração rápida, sendo o músculo sóleo, com predominância oxidativa e 
o EDL e gastrocnemio com predomonancia glícolítica os mais utilizados. 
 A fim de se evitar um viés na escolha do tipo muscular analizado durante e 
após o protocolo de lesão induzida pelo E.F, deve-se considerar que diferentes 
modelos levam a diferentes recrutamentos de fibras musculares. Neste sentido, 
Fuentes, et al, (1998) demonstraram a distribuição muscular do tríceps quanto as 
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porcentagens de fibras do tipo I e tipo II, evidenciando a predominacia glícolíticas no 
musculo TCL, enquanto que em porções intermediárias são de fibras oxidativas. 
 Neste sentido, também se faz necessário analisar o diferente impacto 
ocasionado pelo E.F downhill em fibras musculares distintas com o mesmo 
componente biomecânico, sendo o músculo tríceps um importante candidato para 
esta análise muscular. 
Contudo, após uma série de evidências que o E.F promove diversas alterações 
locais como secreção de citocinas, atração de Mϕs e comunicação entre C.S., este 
trabalho tem como objetivo evidenciar alguns aspectos desta comunicação. A 
elucidação desses mecanismos é relevante, pois possibilitará a revisão de cargas de 
treinamento, a elaboração de estratégias de regeneração muscular e a criação de um 

















Verificar se o E.F agudo excêntrico na modalidade downhill promove 
alteração de fenótipo nos subtipos de Mϕs no M.E de ratos Wistar. 
 
2.1.2 – Objetivos Específicos: 
 
1 – Verificar a atividade enzimática sérica de marcadores de lesão no soro 
(CK e LDH) após protocolo downhill. 
2 – Quantificar através de expressão gênica a presença de M1(CD68
+
) e 
M2(CD163) em duas porções do músculo tríceps de ratos (tríceps braquial, fibras 
lentas e tríceps cabeça longa, fibras rápidas) 0, 24, 48 e 72 horas após o protocolo 
downhill. 
3 – Quantificar a expressão de marcadores relacionados à proliferação 
(MYOD) e diferenciação (MIOGENINA) celular de C.S nos músculos tríceps braquial 
medial e tríceps cabeça longa de ratos Wistar 0, 24, 48 e 72 horas após protocolo 
downhill. 
4- Mensurar a concentração de IL-6, TNF-α e IL-10 nos músculos tríceps 














3.1 – MODELO DE ESTUDO:  
 
O presente estudo é considerado quantitativo, cujos resultados foram avaliados 
em instantes pré e pós-intervenção. O trabalho é composto por grupos experimentais 
e grupos controles, submetidos à aleatoriedade, portanto é classificado como ensaio 
experimental controlado randomizado. 
3.2 – SELEÇÃO DOS ANIMAIS E APROVAÇÃO DO COMITÊ DE ÉTICA: 
Foram utilizados 44 ratos Wistar machos, provenientes do biotério central da 
UNIFESP, com dois meses de idade, mantidos em gaiolas coletivas (5 
animais/gaiola) no biotério do Departamento de Fisiologia da nutrição  (UNIFESP), 
Campus São Paulo, sendo a sala mantida em ciclo claro/escuro de 12 horas, com 
início do período claro às 7 horas. O respectivo peso dos animais é mostrado na 
tabela 2. A temperatura e umidade relativa do ar foram controladas a 22 ± 2°C e 60 ± 
5% de umidade local, respectivamente. Os animais tiveram acesso à água e ração ad 
libitum e foram divididos aleatoriamente em 10 grupos: 5 controles e 5 
experimentais, ao final das coletas dos dados 6 grupos foram formados, CRTL, G0, 
G24, G48 e G72 conforme apresentado a seguir,. Este trabalho foi aprovado pelo 
comitê de ética e pesquisa sob o número: 0969/11.  
 
Tabela 2 - CARACTERIZAÇÃO DA AMOSTRA. 
 GC G0 G24 G48 G72 
Média 264,8 272,7 284,1 286,1 283,5 
Desvpad 27,6 45,7 25 31,7 35,8 
A amostra foi constituída por 44 ratos Wistar, e os pesos dos animais são mostrados em média e 
desvio padrão (Desvpad). Diferença não significativaintra e entre grupos P<0,05. 
 
3.2.1-Grupo experimental (GE): 
 
 Grupo Exercício 0 hora (G0 n=7): grupo que realizou uma sessão aguda de 
exercício e foi submetido à eutanásia imediatamente após o protocolo de E.F. 
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 Grupo Exercício 24 horas (G24 n=7): grupo que realizou uma sessão aguda 
de exercício e foi submetido à eutanásia 24 horas após o protocolo de E.F. 
 Grupo Exercício 48 horas (G48 n=9): grupo que realizou uma sessão aguda 
de exercício e foi submetido à eutanásia 48 horas após o protocolo de E.F. 
 Grupo Exercício 72 horas (G72 n= 9): grupo que realizou uma sessão aguda 
de exercício e foi submetido à eutanásia 72 horas após o protocolo de E.F. 
3.2.2-Grupo controle (GC): 
 
 Grupo Controle 0 hora (GC0 n=3): grupo que não realizou protocolo de E.F, 
que fora submetido à eutanásia simultaneamente ao G0.  
 Grupo Controle 24 horas (GC24 n=3): grupo que não realizou protocolo de 
E.F, que fora submetido à eutanásia simultaneamente ao G24. 
 Grupo Controle 48 horas (GC48 n=3): grupo que não realizou protocolo de 
E.F, que fora submetido à eutanásia simultaneamente ao G48. 
 Grupo Controle 72 horas (GC72 n=3): grupo que não realizou protocolo de 
E.F, que fora submetido à eutanásia simultaneamente ao G72. 
*Para fins estatísticos os grupos controle, submetidos a diferentes tempos de 
eutanásia foram agrupados em um único grupo, constituindo o grupo controle 
(GC n=12).  
3.3 – SELEÇÃO AMOSTRAL: 
Para o sistema de aleatoriedade dos animais foi utilizada a funcionalidade do 
site: http://www.randomized.com/ de acesso livre.  
3.4 – PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS: 
Os procedimentos experimentais consistiram em 3 etapas: privação de comida 
6 horas que antecederam a eutanásia. Corrida em esteira seguindo o protocolo 
proposto e a eutanásia dos animais com as respectivas coletas amostrais. A figura 1 







Figura 1 - Visão esquemática dos procedimentos experimentais. A linha roxa identifica às 6 horas 
de privação alimentar seguida pelos tempos de eutanásia. X= E.F agudo downhill GE (grupos 
experimentais 0, 24, 48,72); GC (grupos controle 0, 24, 48,72). 
 
3.4.1 Protocolo de E.F agudo downhill: 
 
O protocolo de E.F agudo downhill foi adaptado de Armstrong, Ogilvie, 
Schwane (1983). O ensaio experimental consistiu em duas etapas: etapa de adaptação 
motora e a etapa de E.F excêntrico downhill. Na primeira etapa os animais foram 
adaptados 5 vezes por semana, durante 1 semana, sendo cada sessão diária composta 
por 10 min., na velocidade de 10m/min. sem inclinação. Já a sessão de E.F 
excêntrico downhill ocorreu após a semana de adaptação, seguida por no mínimo 2 
dias de repouso do último dia do protocolo de adaptação. Os animais do grupo 
experimental foram submetidos a 18 tiros de 5 min., com intervalo de 2 min. entre 
cada tiro. A velocidade dos tiros foi de 16 m/min. em declinação de 17° totalizando 
90 min. de corrida. Todos os animais do grupo controle foram manuseados e 
submetidos aos mesmos estímulos do grupo experimental, com exceção do protocolo 
de E.F downhill. 
3.4.2 Eutanásia dos animais: 
 
Os animais foram submetidos à eutanásia por decapitação, sem anestesia, de 
acordo com a divisão dos grupos. Nas últimas 6 horas que antecederam as eutanásias, 
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os animais foram privados de alimento a fim de ser estabelecido um quadro 
metabólico semelhante para todos os animais. 
3.4.3-Coleta de sangue: 
 
Após a eutanásia dos animais foi coletado o sangue e subsequentemente 
centrifugado a 1500 rcf, por 15 minutos a 4°C. O soro foi separado e armazenado a -
80°C até o momento das análises enzimáticas 
3.4.4-Retirada dos músculos: 
 
 Imediatamente após a eutanásia foram retirados o tríceps cabeça longa (fibras 
do tipo I) e o tríceps braquial cabeça média (fibras do tipo II), classificados 
respectivamente como TCL e como TB. Os músculos foram pesados, colocados em 









A determinação da atividade máxima da enzima Lactato desidrogenase foi 
avaliada segundo método descrito por Zammit; Newsholme (1976), cujo princípio é 
a diminuição de NADH na reação que forma lactato a partir de piruvato na reação 
catalisada pela LDH. O meio de ensaio foi constituído de tris-aminometano 120 mM, 
NADH 3,4 mM, antimicina A 1 µM e 100 µl de triton 100 %. O início da reação 
deu-se pela adição de piruvato 2 mM e a variação na absorbância foi monitorada 
durante 10 minutos a 25°C em espectrofotômetro (550 nm). Os valores são expressos 
em U/L. O Kit utilizado para a determinação da LDH foi o kit da Labtest. 
Creatina quinase Nac: 
 
A determinação enzimática da atividade máxima da enzima CK foi realizada 
segundo métodos descritos por Rosalki (1967) e Szasz e colaboradores (1976), cujo 
princípio é a redução do NADP+ a NADPH, proporcional à atividade da CK na 
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amostra em um sistema onde a fosfocreatina (CP) é transformada em creatina e ATP 
pela enzima CK. A seguir, a glicose do meio de ensaio associada ao ATP formado 
foi convertida em glicose-6-fosfato pela hexoquinase, que finalmente é convertida a 
gliconolactona-6-fosfato e NADPH, proporcional à atividade da CK. O meio de 
ensaio foi formado por glicose-6-Fosfato desidrogenase 2000 U/L; creatina fosfato 
30 mM; ADP 2 mM; AMP 5 mM; diadenosina pentafosfato 10 mM; acetato de 
imidazol (pH=6,7) 100 mM; glicose 20 mM; EDTA 2 mM; NADP+ 2 mM; 
Hexoquinase 3500 U/L; acetato de magnésio 10 mM e N-acetilcisteína 20 mM. As 
amostras foram incubadas por 5 minutos a 37°C e analisadas em espectrofotômetro 
com absorbância de 340 nm. Os valores estão expressos em U/L. O Kit utilizado para 
a determinação da CK foi o kit da Labtest. 
3.5.2-Protocolo geral da Reação em Cadeia da Polimerase em Tempo Real. 
  
Para análise em PCR em tempo real, os tecidos foram coletados com 1000 μL 
de Trizol (Invitrogen), imediatamente homogeneizadas. O RNA total dos tecidos foi 
extraído conforme método descrito por Chomczymski & Sacchi (1987) e utilizado 




, SLPI, MYOD e MIOGENINA 
pela técnica de PCR em tempo real. A quantidade do RNA extraído foi determinada 
de acordo com o método espectrofométrico descrito por Farrel (1993). 
Aproximadamente 2μg de RNA total de cada amostra foi submetida à 
transcrição reversa, gerando cDNA, em um volume final de 40μL, utilizando-se Kit 
comercial High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems). 
Níveis relativos de mRNA para os oligonucleotídeos foram quantificados por 
PCR em tempo real utilizando o detector ABI Prism 7700 Sequence Detector 
(Applied Biosystems). O método de detecção foi feito com a utilização do fluoróforo 
Sybr Green (Applied Biosystems).  
As informações foram gravadas com o software Sequence Detector (Applied 
Biosystems). Os níveis de mRNA dos genes analisados foram normalizados para os 
valores dos genes controles e os resultados expressos como número de vezes das 





Os primers foram pré-selecionados através de trabalhos científicos já 
publicados e confirmados. A escolha dos artigos para seleção dos primers foi feita 
através dos trabalhos que utilizaram a mesma metodologia de PCR-RT, a mesma 
espécie de animais, o mesmo protocolo de experimentação e identificação gênica por 
Sybr Green.  Após esta prévia seleção a sequências de oligonucleotídeos foram 
confirmadas pelo banco de dados da Ensembl Genome Browser de acesso livre sem 
política de uso, na web pelo site: http://www.ensembl.org. A lista de primers 
utilizados segue na tabela 3. A temperatura de anelamento dos primers foi 
identificada individualmente. 
 
Tabela 3 - OLIGONUCLEOTÍDEO (PRIMERS). 












MYOD CGACTGCCTGTCCAGCATAG GGACACTGAGGGGTGGAGTC 
MIOGENINA CAGTGAATGCAACTCCCACA CAAATGATCTCCTGGGTTGG 






3.5.3-Extração de proteínas e dosagem de citocinas: 
 
Para dosagem de citocinas, 100 mg do TB e TCL da mesma alíquota usada 
para extração de RNA total foram colocadas em 1,0 ml de tampão específico para 
extratos totais de proteína, o tampão de extração para extrato total tem a seguinte 
composição: Trizma base 100 mM pH 7.5, EDTA 10 mM, SDS 10%, fluoreto de 
sódio 100 mM, pirofosfato de sódio 10 mM, ortovanadato de sódio 10 mM. O 
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tampão foi preparado no mesmo dia do experimento. Os tecidos foram rapidamente 
homogeneizados neste tampão e o homogenato foi separado e centrifugado por 40 
minutos a 12000 rpm a 4°C. O sobrenadante mantido em gelo e o teor de proteínas 
totais foi determinado por Bradford, utilizando kit comercial da BioRad. 
Foram dosadas TNF-α, IL-6 e IL-10, utilizou-se o método enzyme-linked 
immunoabsorbent assay (DuoSet ELISA) de captura (R&D System, Inc., 
Minneapolis, USA). Esse ensaio foi realizado das amostras homogeneizadas, 
provenientes dos diferentes grupos experimentais, de acordo com as normas descritas 
pelo fabricante. Os resultados estão expressos em pico grama (pg) por micro grama 
(µg) de proteínas totais nos tecidos avaliados de acordo com o método colorimétrico 
descrito por Bradford. 
3.6 – TRATAMENTO ESTATÍSTICO: 
 
Inicialmente para determinar o teste estatístico mais adequado, os resultados 
foram submetidos ao teste de normalidade Kolmogorov-Smirnov. O resultado do 
teste de normalidade foi responsável por definir a distribuição amostral: paramétrico 
ou não paramétrico. Para comparação entre grupos, as amostras que apresentaram 
distribuição paramétrica foram submetidas ao teste estatístico análise de variância 
ANOVA, seguido pelo pós-teste de TUKEY. Para as amostras que apresentaram 
distribuição não paramétrica, a análise dos grupos foi realizada pelo teste estatístico 
Kruscall Wallis com pós-teste de Dunn. O nível de significância fora fixado em P≤ 
0,05. 
Os resultados obtidos (paramétricos e não paramétricos) são mostrados em 
média ± desvio padrão para as análises enzimáticas e expressão gênica. Para as 
citocinas, os dados passaram pela mesma análise estatística, porém seus resultados 
são demonstrados em linha, interligando as respectivas médias. 
Para as correlações, o mesmo teste de normalidade foi empregado, sendo os 
resultados paramétricos submetidos à correlação de Pearson e os não paramétricos, à 
correlação de Spearmam. Foram consideradas correlaçãos positivas ou inversas os 
dados que apresentavam coeficiente de correlação ≤0,5 (correlação positiva) ou ≤-0,5 
(correlação negativa), que apresentavam simultaneamente P≤ 0,05. 
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 O software utilizado para as análises foi o “Graph Pad Prism” na versão 5.0. 
O número de animais utilizados em cada experimento é demonstrado nas legendas 








Os resultados das análises enzimáticas de CK e LDH obtidos do soro dos 
animais são apresentados nas figuras 2 e 3. Imediatamente após o protocolo de E.F 
agudo downhill, não foram observadas mudanças estatísticas nas concentrações de 
CK e LDH no soro dos animais. A CK apresentou aumento de 4%, e a LDH 
diminuição de 0, 37%, em relação ao CTRL. Vinte e quatro horas após o protocolo, 
um comportamento distinto foi observado: CK aumentou 11,5% em relação ao 
CRTL enquanto LDH diminuiu 20%. 
Quarenta e oito horas após o protocolo, o comportamento distinto destas 
enzimas se manteve: LDH diminuiu 32% em relação ao CTRL e 31% em relação ao 
G0 (P≤ 0.01). Ainda no mesmo período a CK aumentou 49% em relação a seu 
CTRL, 44% em relação ao G0 e 37% em relação ao G24, também sem demonstrar 
alteração estatística.  Setenta e duas horas após o protocolo, CK aumentou 72% em 
relação ao CTRL (P=0,0753) e 29% em relação ao G48, ambos os resultados não 
apresentaram diferença estatística. Ainda, neste mesmo período, LDH sofreu 




























                                
Figura 2 - Reação enzimática da CK. Análise 
estatística Kruskall Wallis, pós-teste de Dunn. CTRL 

























Figura 3. Reação enzimática da LDH. Análise 
de variância ANOVA de uma via, pós-teste de 
Tukey. CTRL n= 12; G0, n=7; G24, n=6; G48, 
n=9 e G72, n=9. Diferença estatística vs CTRL= a; 
vs G0=b; vs G24=c; vs G48=d e vs G72=e. 
 
4.2- REAÇÃO EM CADEIA DA POLIMERASE EM TEMPO REAL: 
 
4.2.1-Controle interno Beta actina 
 
Ao longo da apresentação dos resultados adotamos barras em cor cinza para 
demostração dos resultados pertinentes ao músculo predominantemente glicolítico e 
gráficos com cores vermelhas como indicativo dos resultados relativos ao músculo 
predominantemente oxidativo. 
Como controle interno, o gene utilizado foi a Beta actina. Os resultados referentes 
aos Limiares de ciclo, CTs (Cycle Threshold) são demonstrados respectivamente na figura 
4 e 5, para o TCL e TB  onde o desvio padrão representa a variação nos CTs. Em ambos os 


































Figura 4 - Limiares de ciclo, Beta-actina. 
Análise de variância ANOVA de uma via, 
pós-teste de Tukey. CTRL n= 12; G0, n=7; 



































Figura 5 - Limiares de cíclo, Beta-actina. 
Análise de variância ANOVA de uma via, pós-
teste de Tukey. CTRL n= 12; G0, n=7; G24, n=6; 








4.2.2 MΦS (CD 68, CD 163 E SLPI) 
 
Os níveis de expressão gênica para M1 (expressão de gênica de CD 68
+
) no TCL 
(Fibra glicolítica) e TB (Fibra oxidativa) são mostrados nas figuras 6 e 7.  
Imediatamente após o E.F downhill, observamos dois comportamentos: no TCL 
ocorreu aumento de 6% após o protocolo em relação ao CTRL enquanto TB diminui 50% 
em relação ao CTRL, ambos os casos não significativos. Vinte e quadro horas após o 
protocolo, ambos os grupos musculares aumentaram suas médias; TCL aumentando 59% 
em relação ao CTRL e 53% em relação ao G0, não significativo em ambos os casos. No 
TB também foi observado aumento da sua média, porém com diferente magnitude se 
comparado ao TCL, onde CD68
+
 aumentou 104% em relação ao CTRL sem diferença 
estatisticamente significante e 153% em relação ao G0 (P≤0,01). 
Quarenta oito horas após o E.F downhill, TB e TCL apresentaram diminuição na 
expressão média de CD68
+
: TCL diminuiu 83% e TB 128%, ambos em relação a seu 
respectivo G24 embora não significativamente. Setenta e duas horas após, diminuição da 
expressão de CD68
+ 
no TCL fora observada, onde ocorreu diminuição de 45% em relação 
ao G48 sem diferença estatisticamente significante e 129% em relação ao G24 (P≤0,01). 
No TB a expressão de CD68
+
 sofreu ligeiro aumento de 12%, atingindo valores similares 





























Figura 6 - Expressão relativa CD68
+
. Análise 
estatística Kruskall Wallis, pós-teste de Dunn. 
CTRL n= 7. G0, n=6; G24, n=7; G48, n=8; G72, 
n=6. Diferença estatística vs CTRL= a; vs G0=b; 





























Figura 7 - Expressão relativa CD 68
+
. Análise 
estatística Kruskall Wallis, pós-teste de Dunn. CTRL 
n= 6. G0, n=5; G24, n=6; G48, n=8; G72, n=9. 
Diferença estatística vs CTRL= a; vs G0=b; vs 





Os níveis relativos para M2 (expressão de CD 163
+
) no TCL  e TB são mostrados nas 
figuras 8 e 9. 
Imediatamente após o E.F downhill, observamos dois comportamentos conforme o 
músculo avaliado: no TCL ocorreu diminuição de 31% em relação ao seu CTRL e TB 
sofreu aumento de 48% também em relação ao CTRL, ambos não significativos. Vinte e 
quadro horas após o E.F, ambos os grupos musculares apresentam diminuição: no TCL, 
ocorreu diminuição de 44% em relação ao CTRL e de 2% em relação ao G0, ambos não 
significativos. No TB também foi observada diminuição de 58% em relação ao G0 e 
diminuição de 10% em relação ao CTRL, sem diferença estatisticamente significante. 
Quarenta oito horas após o E.F downhill foi observado aumento de 64% de CD163
+
 
em relação ao G24 no TCL (P≤0,05) e aumento não significativo de 30% em relação ao 
CTRL. Em contrapartida, no TB, G48 não apresentou mudança em relação ao G24. Setenta 
e duas horas após o E.F downhill, diminuição na expressão de CD163
+
 foi observada no 
TCL, 14% em relação ao G48. No TB foi observada significativa diminuição de 49% em 




































Figura 8 - Expressão relativa CD 163. Análise 
de variância ANOVA de uma via, pós-teste de 
Tukey. CTRL n= 7. G0, n=6; G24, n=6; G48, n=8; 
G72, n=5. Diferença estatística vs CTRL= a; vs 
G0=b; vs G24=c; vs G48=d e vs G72=e. TCL= 




































Figura 9 - Expressão relativa CD 163. Análise de 
variância ANOVA de uma via, pós-teste de Tukey. 
CTRL n= 6. G0, n=7; G24, n=6; G48, n=8; G72, n=4. 
Diferença estatística vs CTRL= a; vs G0=b; vs 
G24=c; vs G48=d e vs G72=e.TB= tríceps braquial.
 
  
Os níveis relativos para SLPI no TCL e TB  são mostrados nas figuras 10 e 11. 
Imediatamente após o E.F downhill, não encontramos diferença signiticativa entre os 
grupos. No entanto, suas médias apresentaram aumento de 55% no TCL e 6,5% no TB, em 
relação ao grupo CTRL. Vinte e quadro horas após o E.F, também não foi observada 
diferença estatisticamente significante nos músculos. Porém observamos aumento de 24% 
na média TB e de 3% na média do TCL, ambos em relação ao G0. 
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Quarenta oito horas após o E.F downhill os grupos não diferiram significativamente. 
No TCL encontramos aumento de 2% em relação ao G24, enquanto no TB, ocorreu 
aumento de 51% em relação ao G24; 74% em relação ao G0 e 81% em relação ao CTRL. 
Setenta e duas horas após, SLPI no TCL aumentou aproximadamente 70% em relação ao 
G48, G24, G0 e 127% em relação ao CTRL, porém, sem apresentar diferença estatística. 
No TB, observou-se aumento de 17% em relação ao G48 e de 99% em relação ao CTRL, 
apesar de não significativo, encontramos o índice de significância aproximado ao atribuído 































Figura 10 - Expressão relativa SLPI. Análise 
estatística Kruskall Wallis, pós-teste de Dunn. 
CTRL n= 6. G0, n=5; G24, n=7; G48, n=7; G72, 
n=6. Diferença estatística vs CTRL= a; vs G0=b; 
































Figura 11 - Expressão relativa SLPI. Análise 
estatística Kruskall Wallis, pós-teste de Dunn. 
CTRL n= 6. G0, n=7; G24, n=6; G48, n=7; G72, 
n=8. Diferença estatística vs CTRL= a; vs G0=b; 




4.2.3 Células Satélites (Myod e Miogenina) 
 
 Os níveis relativos para MYOD no TCL e TB são mostrados nas figuras 12 e 13.  
 Imediatamente após o E.F downhill, ambos os grupos musculares apresentam 
redução média na expressão gênica de MYOD, enquanto TCL apresentou diminuição de 
25%, no TB ocorreu diminuição de 65% porém sem apresentar diferença significativa em 
relação ao CTRL. Vinte e quadro horas após o E.F downhill, ambos os grupos musculares 
sofreram aumento em suas médias: 170% no TCL, não significativo e 116% no TB (P≤ 
0,001) em relação ao G0. 
Quarenta e oito horas após, ocorreu diminuição de 86% na expressão de MYOD no 
TCL, enquanto que no TB esta diminuição foi de 94%, ambos em relação aos seus 
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respectivos G24 sem apresentar diferença significativa. No TB a média do grupo G48 foi 
43% menor em relação ao CTRL, já no TCL, a média de G48 foi aproximadamente 60% 
maior que o CTRL e 84% maior que G0, também sem qualquer diferença estatística. 
A média do grupo G72 no TB aumentou em 18% em relação ao G24, sem diferença 
estatística. Quanto ao TCL, a média de G72 aumentou em 308% em relação ao CTRL, 
333% em relação ao G0, 63% em relação ao G24 e 150% em reação ao G48, com 





























Figura 12 - Expressão relativa MYOD. Análise 
estatística Kruskall Wallis, pós-teste de Dunn. 
CTRL n= 6. G0, n=5; G24, n=5; G48, n=7; G72, 
n=7. Diferença estatística vs CTRL= a; vs G0=b; 
vs G24=c; vs G48=d e vs G72=e. TCL=tríceps 
cabeça longa. 
 






























Figura 13 - Expressão relativa MYOD. TB, 
análise estatística Kruskall Wallis, pós-teste de 
Dunn. CTRL n= 5. G0, n=5; G24, n=7; G48, n=8; 
G72, n=7. Diferença estatística vs CTRL= a; vs 




Os níveis de MIOGENINA no TCL e TB são mostrados nas figuras 14 e 15. 
Imediatamente após o E.F downhill, ambos os grupos musculares apresentaram redução 
dos níveis de MIOGENINA, enquanto TCL apresentou diminuição de 20%, no TB ocorreu 
diminuição de 25%, ambos em relação aos seus respectivos CTRL, sem apresentar 
diferença estatistica. Vinte e quadro horas após o E.F downhill, enquanto TCL apresentou 
diminuiução estatística de 48% em relação ao CTRL (P≤0,05), no TB o mesmo não foi 
observado, cujas médias apresentaram aumento de 52% em relação ao G0 e 27% em 
relação ao CTRL.   
Quarenta oito horas após o E.F downhill no TCL ocorreu aumento de 22% e no TB, 
diminuição de 50%, ambos em relação aos seus respectivos G24, sem apresentar diferença 
estatística. Setenta e duas horas após, em relação ao G48 ambos os grupos apresentaram 
aumento nas suas médias; enquanto TCL apresentou aumento significativo de  46% 
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Figura 14 - Expressão relativa MIOGENINA. 
Análise de variância ANOVA de uma via, pós-
teste de Tukey. CTRL n= 5. G0, n=5; G24, n=4; 
G48, n=6; G72, n=7. Diferença estatística vs 
CTRL= a; vs G0=b; vs G24=c; vs G48=d e vs 































Figura 15 - Expressão relativa MIOGENINA. 
Análise de variância ANOVA de uma via, pós-
teste de Tukey. CTRL n= 6. G0, n=6; G24, n=5; 
G48, n=5; G72, n=8. Diferença estatística vs 




4.3 CITOCINAS (TNF-α, IL-6 e IL-10) 
 
  Foram dosadas as concentrações de TNF-α, IL-6 e IL-10 no homogenizado dos 
músculos TB e TCL nos diferentes tempos, pré (CTRL) e pós-protocolo de E.F downhill 
(G0, G24, G48 e G72). Diferentemente das análises da expressão gênica, as análises das 
citocinas puderam ser comparadas entre o TB e TCL. As concentrações de citocinas são 
mostradas em picogramas de citocina por miligrama de proteína total (pg/mg). 
 
4.3.1-Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-α) 
 
Os resultados referentes às concentrações de TNF-α no TCL e no TB são mostrados 
nas figuras 16 e 17. 
No CTRL, TCL e TB não apresentam diferença estatisticamente significante, porém 
a média de TCL é 50% maior que a média de TB. Imediatamente após o E.F downhill 
ambos os grupos musculares apresentaram redução nas concentrações de TNF-α; no TCL 
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ocorreu diminuição de 21%, enquanto no TB de 25%, ambos em relação ao CTRL sem 
apresentar diferença estatisticamente significante. 
Vinte quatro horas após o E.F downhill, TCL e TB apresentaram mudanças nas suas 
concentrações médias em relação ao G0. Enquanto que no TB ocorreu aumento de 40% em 
relação ao período anterior TCL apresentou aumento de 263%. Apesar de notado aumento 
de suas médias, principalmente no TCL, não foram observadas diferenças estatísticas. 
Neste mesmo período, TB e TCL apresentaram diferença na média de suas concentrações, 
onde TCL apresentou aumento de 700% em relação a TB, porém também não 
apresentaram diferenças estatisticamente signiticantes. 
Quarenta oito horas após o E.F downhill, TCL apresentou aumento de 452% em 
relação ao CTRL, 490% em relação ao G0, e 190% em relação ao G24, todos significativos 
e apresentando P≤0,01. No TB observou-se aumento de 37% em relação ao CTRL, 72% 
em relação ao G0 e 32% em relação ao G24, sem qualquer diferença estatística entre os 
grupos. Ainda, no G48, observamos uma diferença de 813% entre TCL e TB, onde TCL é 
maior, (P≤0,01). 
Setenta e duas horas após, no TCL foi observado que TNF-α aumentou suas 
concentrações em 682% em relação ao seu CTRL, (P≤0,01); 130% em relação ao seu G48, 
(P>0,05); 319% em relação ao seu G24, (P>0,05); e 629% em relação ao seu G0, 
(P≤0,01). Enquanto que no TB ocorreram diminuições de 18% em relação ao G48, embora 
sem diferença significativa. No G72 também foram observadas diferenças entre a 
concentração de TNF-α, no TCL as concentrações observadas apresentaram valores de 
1158% maiores que TB (P≤0,001). 
4.3.2-Interleucina-6 (IL-6) 
 
 Os resultados referentes às concentrações de IL-6 no TCL e TB são mostrados nas 
figuras 16 e 17. 
Nos grupos CTRL, TCL e TB apresentaram quase as mesmas concentrações médias 
de IL-6. No TCL observamos concentrações 8% maiores que no TB. Imediatamente após, 
ambos os grupos musculares apresentaram redução nas suas médias, onde no TCL ocorreu 
diminuição de 30% em relação a seu CTRL, enquanto que no TB diminuiu  6%, ambos não 
significativos. Ainda no G0, TB e TCL passaram a apresentar médias inversas aos 
resultados encontrados no grupo CTRL, onde TB passou a apresentar valores médios 23% 
maiores que no TCL, porém sem apresentar diferença estatística.  
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Vinte quatro horas após TCL diminuiu suas concentrações, reduzindo em 6% em 
relação ao G0 e 26% em relação ao CTRL, ambos sem apresentar diferença estatística. No 
TB ocorreu aumento médio de IL-6, onde passou a apresentar valores maiores de 12% em 
relação a G0 e 6% em relação ao CTRL, também sem apresentar diferença estatisticamente 
significante.. Ainda, no G24 TCL em relação a TB, apresentaram diferença em suas 
médias, onde as concentrações de TB foram de 52% maiores do que TCL, entretanto sem 
apresentar diferença estatística. 
Quarenta oito horas após o E.F, TCL apresentou aumento de 26% em relação ao G0 
e 32% em relação ao G24, porém estas elevações encontravam-se 4% menores do que as 
concentrações apresentadas pelo seu CTRL. No G48 TB e TCL apresentaram valores 
similares, no entanto TB apresentou aumento de 8% em relação ao TCL, sem diferença 
significativa. Em relação ao TB, o G48 apresentou diminuição de 10% em relação a G24, e 
atingiu concentrações similares ao CTRL, (2% maior) e ao G0 (4% menor), sem apresentar 
diferença estatística. 
Setenta e duas horas após o E.F ocorreu aumento nas concentrações de IL-6 tanto de 
TCL quanto no TB, onde seus valores foram similares, diferindo em 1% da média. 
Enquanto no TB apresentou aumento de 18% em relação ao G48, no TCL este aumento foi 
de em 8% ,ambos sem apresentar diferença estatística. 
4.3.3-Interleucina-10 (IL-10) 
 
Os resultados referentes às concentrações de IL-10 no TCL e TB são mostrados nas 
figuras 16 e 17. 
Imediatamente após o protocolo, ambos os grupos musculares apresentaram redução 
de suas concentrações de modo similar, aproximadamente 30%, porém sem apresentar 
diferença estatística. 
Vinte quatro horas após, enquanto as concentrações de IL-10 no TCL se mantiveran 
30% abaixo do CTRL, TB apresentou aumentou de 37% em relação ao G0. Contudo, este 
aumento foi apenas de 7% em relação ao seu CTRL e não apresentou diferença estatística. 
No G24 TB apresentou concentrações médias 20% maiores do que no TCL, porém, sem 
apresentar diferença significativa. 
Quarenta e oito horas após, TCL voltou a apresentar aumento de sua média, no 
entanto não apresentando diferença estatística. Ocorreram 32% de aumento em relação a 
G0 e G24, apresentando valores similares aos encontrados no CTRL. No TB também não 
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foram observadas diferenças estatisticamente significantes, no entanto o comportamento de 
sua média foi contrário ao comportamento no TCL, onde ocorreu  diminuição de 14% em 
relação ao G24 e 8% em relação ao CTRL.  
Setenta e duas horas após o E.F downhill, também não observamos diferença 
estatisticamente significante nas concentrações de IL-10 em ambos os grupos musculares.  
No entanto, algumas diferenças em suas médias foram observadas. No TCL as 
concentrações de IL-10 aumentaram 18% em relação ao CRTL, aproximadamente 45% em 
relação a G0 e G24 e 14% em relação ao G48. No TB observamos aumento de 20% em 
relação ao G48, 13% em relação ao CTRL, 43% em relação a G0 e 7% comparado ao G24. 
Ainda, as concentrações de IL-10 no TCL foram 20% maiores do que no TB, também sem 












































Figura 16 - Concentrações de citocinas no músculo TB. Pg de TNF-α/mg de proteína total; Pg de IL-
6/mg de proteína total;  Pg de IL-10/mg de proteína total. Análise estatística Kruskall Wallis, pós-teste de 









































Figura 17 - Concentrações de citocinas no músculo TCL. Pg de TNF-α/mg de proteina total. Pg de IL-
6/mg de proteína total;  Pg de IL-10/mg de proteína total. Análise estatística Kruskall Wallis, pós-teste de 
Dunn. CTRL n= 7. G0, n=7; G24, n=7; G48, n=8; G72, n=9. Diferenças estatísticas a; indica diferença 
estatística de P≤0,001 em relação ao CRTL e b; diferença estatística de P≤0,001 em relação ao G0. d; indica 
diferença estatística de P≤0,001em relação ao G48 do TB, e e; indica diferença estatística de P≤0,001em 







As correlações são mostradas nas figuras 18 a 23 e na tabela 4.  





. O coeficiente de correlação negativa encontrado foi de -0,6090 com 
P≤0,001. O mesmo não ocorreu no TB coeficiente de correlação de -0,3473 e P=0,0964. 
 
















Figura 18 - Pearson. Coeficiente de correlação:       
-0,6090 (P≤0,001); n=30 pares. Análise bicaudal. 
TCL = tríceps cabeça longa. 
TB
















Figura 19 - Pearson. Coeficiente de correlação: -
0,3473.(P=0,0964); n=24 pares. Análise bicaudal. 
TB = tríceps braquial. 
 
 Positiva e significativa correlação também foi encontrada no TCL em relação à 
expressão gênica de MYOD e às concentrações de TNF-α, com coeficiente de correlação 
de 0,6973 e P≤0,001. Contudo o mesmo não foi observado no TB, com coeficiente de 
correlação de -0,02914 e P=0,8785. 
 
 














Figura 20 - Spearman. Coeficiente de 
correlação: 0,6973 (P≤0,001); n=28 pares. 
Análise bicaudal. TCL = tríceps cabeça longa. 
 















Figura 21 - Spearman. Coeficiente de 
correlação: -0,02914 (P=0,8785); n=28 pares. 




  Em relação à MIOGENINA e IL-10, correlação positiva e significativa foi 
encontrada no TB. O coeficiente de correlação encontrado no TB é de 0,5665 e com 
P≤0,05. Contudo, não houve correlação significativa no TCL, coeficiente de correlação 
0,02222 com P=0,9142. 
TCL

















Figura 22 - Spearman. Coeficiente de 
correlação: 0,02222 (P=0,9142); n=26 pares. 






















Figura 23 - Spearman. Coeficiente de 
correlação: 0,5665 (P≤0,05); n=27 pares. Análise 
bicaudal. TB = tríceps braquial. 
  Diferente do TNF-α, as concentrações de IL-6 e IL-10 não apresentaram diferenças 
estatísticas em nenhum dos grupos musculares em relação ao tempo pré e pós E.F. No 
entanto várias correlações positivas e significativas foram encontradas, principalmente no 
TCL onde foi observado aumento progressivo nas concentrações de TNF-α. Na tabela 4 
são demonstradas as correlações obtidas. Em relação ao TB, somente foi encontrada 
correlação positiva e significativa entre IL-6 e IL-10, onde o coeficiente de correlação 
apresentou valores de 0,7069 e P<0.0001. Já no TCL todas as citocinas analisadas 
apresentaram correlação positiva e significativa, pré e pós-protocolo downhill. 
Respectivamente o coeficiente de correlação e o “P” encontrado em relação às 
concentrações de IL-6 e IL-10; IL-6 e TNF-α e TNF-a e IL-10 são: 0,8028, P<0.0001; 





Tabela 4 – CORRELAÇÃO ENTRE CITOCINAS 




VALOR DE P BICAUDAL  
  IL-6 IL-10 0,7069 < 0.0001* 
TB IL-10 TNF-α 0,2482 0,1277 
  TNF-α IL-6 0,3496 0,0291 
          
  IL-6 IL-10 0,8028 < 0.0001* 
TCL IL-10 TNF-α 0,6812 < 0.0001* 
  TNF-α IL-6 0,6529 < 0.0001* 
TB: IL-6 e IL-10, n= 40 pares, IL-6 e TNF-α, n=40 pares e TNF-a e IL-10, n= 40 pares. TCL: IL-6 e IL-


























O principal objetivo deste trabalho foi evidenciar quando o E.F downhill 
influenciaria a comunicação entre células mieloides e C.S com concomitante mudança 
fenotípica de Mϕs no M.E. Como este fenômeno só foi demonstrado em modelos de 
lesão, nosso método consistiu em induzir alterações similares mediante protocolo de E.F 
e analisar quando esta mudança ocorria. Para isto, quatro momentos após o protocolo de 
E.F (0, 24, 48 e 72 horas) e dois tipos de fibras musculares TB (fibras musculares 
oxidativas) e TCL (fibras musculares glícolíticas) foram avaliados. Além de investigar o 
comportamento de células mielóides durante estes processos, também existia a 
necessidade de averiguar qual sua relação com os processos de proliferação e 
diferenciação de C.S. Deste modo, também avaliamos a expressão gênica de fatores 
associados com a proliferação (MYOD) e diferenciação (MYOD concomitante a 
MIOGENINA) de C.S. 
 Alguns indícios ciêntíficos já demonstraram importante envolvimento entre células 
mieloides, principalmente Mϕs e os processos de regeneração muscular (Tidball & 
Villalta, 2010 Chazaud et al., 2003; Chazeud et al.,2007 e Chazaud et al., 2009). 
 Em períodos iniciais, após protocolos de lesão, ocorre o recrutamento de Mϕs do 
tipo M1 que estimula o processo de proliferação de C.S, denotado pelo aumento na 
expressão de MYOD. Em períodos tardios, M1 são substituídos pelo aumento do fenótipo 
M2, que, além de estimular MYOD passa a estimular concomitantemente MIOGENINA, 
coincidindo com os processos que precedem a formação de uma nova fibra muscular.  
Nossos principais achados demonstraram diferentes comportamentos entre as fibras 
musculares analizadas, no qual foram marcados pelo aumento na expressão gênica de 
Mϕs e de C.S. No TCL, observamos dois períodos marcantes, o período de 24 horas, no 
qual houve aumento na expressão de CD68
+
 e inibição da miogênese e os períodos até 72 
horas, onde ocorreu aumento de CD163
+
, sugerindo mudança fenotípica de Mϕs e 
reestabelecimento da miogênese, denotado pelo concomitante aumento na expressão 
gênica de MYOD e MIOGÊNINA. Já no TB, observamos somente um período de 




horas após o E.F, observamos aumento na expressão de CD68
+
 com concomitante 
elevação de MYOD, não representado estatisticamente pelo aumento MIOGENINA. 
 Contudo, algumas particularidades também foram observadas em cada tipo de fibra 
muscular, enquanto que no TCL ocorreu aumento nas concentrações de TNF-α a partir de 
G48, não observamos o envolvimento desta citocina no músculo TB. Ainda, também 
observamos elevação na expressão gênica de CD163
+
 imediatamente após o E.F no TB, 
que só foi reconhecida pela diminuição estatística de sua expressão 72 horas após o E.F, o 
que não ocasionou indicios de mudança fenotípica de Mϕs. 
 
 
5.1- MARCADORES DE LESÃO 
 
A CK e a LDH são importantes enzimas musculares responsáveis pela manutenção 
do metabolismo celular. Enquanto CK é responsável por manter níveis adequados de 
Adenosina Trifosfato (ATP), LDH é uma interconversora de lactato e piruvato. Esta 
diferente especificidade também é responsável por influenciar sua distribuição, sendo CK 
próxima à membrana plasmática, enquanto LDH próxima às mitocôndrias. Contudo, 
apesar de haver grande afinidade da LDH pelos processos mitocondriais, suas 
concentrações são maiores em fibras glícolíticas, devido à maior necessidade de geração 
de energia através das vias anaeróbias (Doty et al., 1976,Brooks et al., 1999 e Peter et al., 
2006).  
Porém, apesar de apresentarem diferentes funções e localização, a determinação 
destas enzimas no nosso estudo foi utilizada com diferente propósito. Na tabela 5, 
diversos estudos relacionam o aumento destas enzimas na corrente sanguínea aos 
processos de lesão muscular, sugerindo que as elevações destas enzimas possam inferir 
lesão no M.E. 
Deste modo, três alterações encontradas em outros trabalhos (tabela 5) eram 
esperadas em relação às análises de CK e LDH após protocolo de E.F downhill. Elevação 
imediata, diminuição 24 e 48 horas após o protocolo de E.F. e subsequente elevação após 
72 horas. Trata-se de um comportamento em formato de “U”, também descrito como 
efeito bifásico da liberação enzimática no soro destes animais após o protocolo downhill 
de E.F. (Armstrong et al., 1983). 
 A sequência descrita destes resultados indicaria lesão muscular imediata 




dos processos de dano celular. Redução sérica 24 e 48 horas após o E.F, devido aos 
mecanismos de remoção enzimática (clearence), somada à mudança de permeabilidade 
local promovida por fatores quimioatrativos, atraindo células sanguíneas para região 
lesada e inibindo o efluxo celular destas enzimas. Setenta e duas horas após, esperávamos 
novo aumento, quando suas elevações seriam mediadas pelos processos de lesão 
secundária motivadas pela fagocitose sofrida pelas células musculares mortas. 
Nossos resultados enzimáticos sugerem que não houve lesão muscular 
imediatamente após o protocolo downhill, porém houve alterações 48 e 72 horas após o 
protocolo. Em relação à CK, não observamos em qualquer momento alteração 
significativa de suas concentrações, no entanto, LDH apresentou significativa diminuição 
após 48 horas. Também observamos restabelecimento de suas concentrações séricas no 
G72. 
Apesar dos resultados das análises enzimáticas não comprovarem realmente 
mecanismo de lesão no nosso estudo, elas nos indicam algumas alterações. Observamos 
crescente aumento na média de CK de G72, com aumento de 78% relação ao CTRL. 
Apesar de não significativo no nosso trabalho, outros estudos utilizando o mesmo 
protocolo já descreveram este aumento (tabela 5).  Em relação à LDH também não é 
possível afirmar mecanismo de lesão, no entanto, sua diminição significativa no G48 e 
restabelecimento no G72, nos faz acreditar que houve mudança na permeabilidade das 
fibras do M.E nos processos analisados. 
Acreditamos que nossos resultados diferem dos encontrados na literatura devido a 
três príncipais diferenças nos animais: linhagem, peso e idade. No trabalho de Armstrong, 
com indicada lesão pelos marcadores enzimáticos, foram utilizados animais da linhagem 
Sprague dawley. Soukup et al. (2002) mostraram que animais desta linhagem apresentam 
maior porcentagem de fibras do tipo 1 glicolíticas se comparados a ratos Wistar, o que 
justifica maior lesão na espécie utilizada por Armstrong, seguido de maior liberação de 
CK e LDH nos períodos iniciais, quando comparado ao nosso modelo. 
Apesar de nenhum trabalho na literatura justificar diferentes mecanismos de efluxo 
enzimático entre estas duas espécies de animais, a diferente proporção de fibras 
musculares é um importante fator a ser considerado, pois fibras do tipo glicolíticas 
sofrem maior lesão se comparadas às fibras oxidativas (Fuentes et al., 1998; Hiroaki 




  Entretanto, a idade também é um importante fator a ser considerado, Armstrong et 
al., (1983) em seu trabalho não revelou a idade dos animais, no entanto foi descrito que 
eles apresentavam peso corporal maior do que os utilizados em nosso experimento.  
Ainda, foi demonstrado que a idade dos animais é preponderante no acometimento 
das fibras musculares neste tipo de protocolo, uma vez que os processos de lesão induzida 
foram relacionados ao aumento da idade (Lynn et al., 1994).  
 Contudo, apesar de os marcadores de lesão utilizados não confirmarema ocorrência 
no nosso estudo, acreditamos que estes processos possam ter sido iniciados nos músculos 
analisados, principalmente no TCL, onde as alterações encontradas vão no mesmo 
sentido de modelos de lesão bem estababelecidos, como no unload e reload utilizado por 
Deng & Tidball et al, (2012), veneno de cobra por Arnold et al, (2007) e estiramento 
muscular por Lappoint et al, (2002).  
Além de diferente metabolismo entre TB e TCL, algumas considerações podem ter 
influenciado estas respostas no M.E sobre a comunicação entre Mϕs e C.S. após o E.F 
downhill. 
Hiroaki Takekura et al, (2001), demonstraram importante diferença entre os tipos 
de fibras musculares associados com o protocolo downhill de E.F. Em seu trabalho, além 
de evidenciar os mecanismo de lesão envolvidos com o E.F downhill, também foi 
evidenciado os processos de excitação e contração muscular em ambos os tipos de fibras 
musculares, demonstrando que fibras, glicolíticas são mais suscetíveis à desenvolver 
processo lesivo comparado às fibras lentas, oxidativas.  
Outra importante diferença entre os grupos musculares analisados, que pode ter 
ocasionado diferentes respostas em relação ao tempo pós E.F é a diferente biomecânica 
do movimento e a localização de ambos os tipos de fibras musculares. Fuentes et al, 
(1998) demonstraram que o TCL é mais sensivel em relação ao TB durante a realização 
do E.F downhill. Isto decorre devido o TCL exibir diferente origem e inserção. Ambos os 
músculos analisados tem sua origem na ulna, próximo à parte distal do úmero, porém, 
enquanto o TCL insere-se no tubérculo infraglenoidal da escápula, o TB tem sua inserção 
na face posterior do úmero, sendo o TCL dividido por duas articulações, enquanto TB 
somente uma. 
Nos mecanismos de lesão induzida pelo E.F downhill, também deve ser 
considerado a intensidade que o E.F foi realizado. Nos grupos experimentais, utilizamos 




ventilátorio 2 dos ratos utilizados. Contudo, não avaliamos a velocidade que correponde a 
este limiar individuamente nos animais, pois apenas uma sessão de E.F agudo poderia 
prejudicar o mecanismo de lesão induzida pelo protocolo downhill, inibindo o efeito 







Tabela 5 - ARTIGOS PUBLICADOS COM PROTOCOLO DOWNHILL EM RATOS. 
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Lesão no disco Z 
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CK (↑0 h) 
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Kyparos et al., Effect 
of 5-day vitamin E 
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injury after downhill 
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5.2- MUDANÇA FENOTÍPCA DE MΦS 
 
 Além do envolvimento de fatores associados a regeneração muscular, dois foram os 
marcadores utilizados para identificar a presença e mudança fenotípica de Mϕs no TB e 
TCL após o protocolo de E.F. A presença de M1 foi determinada através da expressão 
gênica de CD68
+






 é um pan-marcador de Mϕs do tipo M1 (Tidball & Villalta 2010). Apesar 
de não se apresentar exclusivamente em Mϕs, sua expressão no TB e no TCL reflete de 
maneira considerável o envolvimento de Mϕs nos tempos  analisados (Villalta et al.,2009 
e Tidball & Villalta 2010). Além disto, a marcação de CD68
+
 é classicamente utilizada 
no estudo desta comunicação e mudança fenotípica devido à sua presença ser evidenciada 
em células mieloides e ter alta afinidade pelos os processos lisossômicos (Gottfried et al., 
2008 e Amanzada et al., 2013), sugerindo não só presença de Mϕs no M.E , mas também 
que estes Mϕs exibem potencialidade fagocítica, importante fator que precede a mudança 
fenotípica. (Strobl et al., 1995; Umino et al.,1999; Chazaud et al., 2009).   
O CD163
+
 é apenas expresso por células mieloides, sua expressão, assim como a 
expressão de CD206
+
, é rotineiramente utilizada para demonstrar ativação do fenótipo 
M2 nos processos de regeneração muscular (Tidball & Villalta 2010). CD163
+
 é um 
receptor ligante de haptoglobina e hemoglobina da família das cisteínas e exclusivamente 
expresso na membrana plasmática de Mϕs do tipo M2. Além de denotar envolvimento na 
mudança fenotípica de Mϕs, sua ativação é responsável por exibir três principais 
funções: defesa contra radicais livres, desativação do fenótipo M1 e produção de 
citocinas anti-inflamatórias, como a IL-10 (Mosser, 2003; Tidball & Villalta 2010 e Deng 
& Tidball et al., 2012). 
Quando ativado, CD163
+
 é responsável pela reação ligante de haptoglobina e 
hemoglobina presente nas hemácias, formando um complexo. Após a formação deste 
complexo ocorre sua internalização endocítica, com concomitante degradação proteica 
dos seus componentes. Este processo é importante, pois inibe possíveis danos 
promovidos pela hemoglobina livre no ambiente extracelular (Kristiansen et al., 2001 e 




 Além de exibir este papel de proteção, a ativação de CD163
+
 é responsável por 
mediar respostas anti-inflamatórias, suportando a hipótese de que Mϕs do tipo M2 
auxiliem nos processos de regeneração tecidual (Tidball & Villalta 2010 e Deng & 
Tidball et al., 2012). A molécula heme que constituía a hemoglobina degradada é uma 
importante fonte energética para inibir a ação pró-inflamatória mediada por Mϕs do tipo 
M1. No ambiente intracelular, a porção heme resultante da degradação da hemoglobina 
sofre conversão da heme oxigenase resultando na formação de biliverdina e bilirrubina, 
além da formação de monóxido de carbono (CO) e Fe
++
, importantes metabólitos que 
influenciam a síntese e secreção de citocinas anti-inflamatórias (Kristiansen et al., 2001  e 
Moestrup et al., 2004). 




 são marcadores úteis para a análise dos parâmetros 
avaliados neste estudo, não somente por serem marcadores de Mϕs, mas também por 
indicarem aspectos funcionais nos processos de lesão e regeneração muscular. Apesar de 
suas marcações serem evidenciadas apenas por expressão gênica, os indícios de suas 
respostas celulares são bem caracterizados na literatura e suportados pelas alterações 
encontradas em nosso estudo (Mosser, 2003; Tidball & Villalta 2010 e Deng & Tidball et 
al., 2012). 
Na figura 24, sugerimos o envolvimento de Mϕs através da expressão gênica de 
seus marcadores, onde no TB observamos aumento de CD68
+
 24 horas após o E.F. No 
TCL observamos importante envolvimento deste receptor 24 e 72 horas após o protocolo 
de E.F, onde no G72 observamos redução significativa em relação ao G24, sugerindo que 
após 72 horas, ocorreu inibição de Mϕs do tipo M1 neste músculo. Diversos trabalhos já 
evidenciaram a presença de Mϕs do tipo M1 após protocolo downhill nos M.E de ratos 
(trabalhos citados na TABELA 5), em sua grande maioria a presença destas células 
sãoidentificadas por cortes histológicos, mostrando que este tipo de E.F é efetivo em 
recrutar populações de células mieloides para o ambiente muscular. Resultados similares 
a este já foram evidenciados após o E.F downhill por Tsivite et al., (2003), o qual 
demostraram que 24 e 48 horas após o protocolo de E.F, ocorreu aumento da marcação de 
CD68
+
 no músculo sóleo de ratos Wistar (imunoistoquimica, anti-CD68
+
)   
  Contudo, analisando a expressão de CD163
+
, observamos diferente ativação no 
TCL em relação ao TB após o protocolo de E.F. Enquanto no TCL ocorreu aumento no 
G48 e manutenção de seus níveis no G72; no TB observamos inibição no G72. 




TCL comparado ao músculo TB, uma vez que alguns trabalhos mostram menor 
resistência das fibras do tipo glicolíticas neste tipo de protocolo excêntrico comparadas às 
fibras oxidativas (Mendler et al., 1998 e Masquete et al., 2008).  
No músculo sóleo de ratos, Tsivite et al., (2003) não  observaram aumento de 
CD163
+ 
em nenhum dos momentos pós E.F downhill em ratos sugerindo
 
que este 
protocolo não foi efetivo para promover alterações neste grupo muscular. Em nosso 
trabalho, estes resultados corroboram com os resultados obtidos no TB, onde também não 
observamos elevação de CD163
+
 após elevação de CD68
+
. Com protocolo de lesão 
mediante estiramento muscular, Lapointe et al., (2002) promoveram lesão no músculo 
EDL e identificaram elevação de CD163
+ 
48 horas após, resultados semelhantes aos 
nossos encontrados no TCL. Estes dois resultados sugeriram que o mecanismo que 




mudança fenotípica de Mϕs pode ser 
dependente dos processos locais de dano muscular, que somente foi sugerido no nosso 
modelo devido da liberação de TNF-α associado com a inibição da miogênese. 
No entanto, apesar destes trabalhos só identificarem elevações de CD163
+
 após 
lesões musculares em fibras do tipo glicolíticas, também é necessário evidenciar qual é a 
participação do E.F sobre a liberação de citocinas motivando estas alterações no M.E. 
Neste sentido, Prokopchuk et al., (2007) e Rosa et al., (2011), analisaram a capacidade 
que diferentes fibras musculares exibem em secretar citocinas após o E.F 
(respectivamente, protocolo de E.F resistido em humanos e protocolo de E.F em exaustão 
em ratos). 
Ambos evidenciaram diferente comportamento na liberação de IL-4 e IL-13, 
importantes citocinas relacionadas à mudança fenotípica de Mϕs. Após os respectivos 
protocolos de E.F, foi evidenciada maior capacidade de secreção destas citocinas por 
fibras oxidativas, sugerindo que independentemente do mecanismo de lesão, o E.F 
também é responsável por influenciar a liberação de citocinas com importante efeito 
imunomodulatório. 
Estas diferenças de tipo de fibras musculares quanto à secreção de citocinas é um 
dos fatores que devem ser considerados na análise da mudança fenotípica de macrófagos. 
Imediatamente após o protocolo downhill, no TB observamos aumento na expressão de 
CD163
+ 
se comparado ao grupo G72 do mesmo grupo muscular, resultados ainda não 
evidenciados após protocolos de E.F, na presença ou ausência de lesão. Curiosamente, 
este aumento de CD163
+ 








 5.3-PROLIFERAÇÃO E DIFERENCIAÇÃO DE CÉLULAS SATÉLITES 
Além de evidenciar as relações entre M1 e M2, analizamos o envolvimento de C.S 
nos processos regenerativos no TB e TCL por meio da expressão gênica de MYOD e 
MIOGENINA. MYOD e MIOGENINA são dois fatores de transcrição da família das 
moléculas específicas do músculo; conhecida como fatores basic helix-loop helix (bHLH) 
(Le grande et al.,2007). 
Três são os maiores estágios de ativação das C.S. nos processos de miogênese. O 
primeiro estágio é o de ativação, onde C.S. quiescentes passam a ser estimuladas e 
iniciam o ciclo celular. Vários são os fatores ligados a esta ativação, como Pax7, Pax3 e 
MyF5. Após o início do ciclo celular, ocorre à fase de diferenciação, etapa que constitui 
dois principais fenômenos: proliferação e diferenciação celular. Na proliferação, ocorre 
aumento no número de células por meio de divisões sucessivas, que além de expressarem 
Pax7, Pax3 e MyF5, expressam MYOD.  
Na diferenciação, outro fator começa a ser expresso pelas C.S. em concomitância 
com MYOD, a MIOGENINA. Estes dois últimos fatores associados mudam as 
características da C.S. diferenciando-as em células miocíticas, que por fim se fundem e 
formam uma nova fibra muscular. Nesta etapa final ocorre diminuição da expressão de 
MYOD e aumento predominante da expressão de MIOGENINA e MRF4 (Le grande et 
al.,2007). 
Em relação à MYOD no TB e no TCL, seu aumento isolado indica importante 
processo proliferativo de C.S, não observado imediatamente após o E.F downhill, no 
entanto 24 horas após, observamos significativa elevação na expressão gênica de MYOD 
no TB. No TCL somente observamos alevações significativas de MYOD 72 horas após o 
protocolo de E.F e como citado, diferentemente do TB este aumento foi concomitante a 
elevação de MIOGÊNINA. 
Contudo, apesar de não apresentar diferença estatística no TCL, o aumento da 
expressão gênica de MYOD no G24 em ambos os grupos musculares já foi demonstrado 
por outros trabalhos condizendo com o início dos processos de regeneração muscular e 
presença de Mϕs do tipo M1 (Tsivite et al., 2003;Tidball et al.,2007; Arnold et al., 2007 




 Uma vez no M.E, após seu recrutamento, Mϕs do tipo M1 se preparam para 
realizar a fagocitose das células musculares lesadas. Antecipadamente ao processo 
fagocítico, Mϕs preparam o ambiente celular promovendo duas principais respostas: 
aumento da proliferação de C.S. e inibição da miogênese (Chazaud et al., 2003; Chazeud 
et al.,2007 e Chazaud et al., 2009). No TCL, apesar de MYOD não se elevar 
significativamente após 24 horas, sugerimos que este fenômeno tenha ocorrido, onde 
simultaneamente ao aumento na expressão gênica de CD68
+
 no G24, ocorre aumento 
médio da expressão de MYOD e diminuição significativa da expressão de MIOGENINA, 
mesmo fenômeno identificado por Chazeud et al.,2007, que antecede o processo 
fagocítico. 
Nesse sentido, Dijkstra et al., (1985), Chazeud et al.,2007 demonstraram que o 
processo fagocítico é um dos responsáveis por mediar a mudança de fenótipo nos Mϕs, 
onde aparentemente o inicio deste processo é precedido pela remoção das células mortas, 
somada à criação de um novo microambiente. Assim, após mudança fenotípica, Mϕs 
passam a estimular não somente a expressão de MYOD, mas também de MIOGÊNINA. 
Os mesmos resultados foram encontrados em cultura por Massiminio et al. (1997), onde 
Mϕs do tipo M2 isolados do peritônio,(ED2+) estimularam a miogênese de células 
musculares. 
5.4-CITOCINAS E SLPI 
 
Para evidenciar o microambiente de lesão e regeneração muscular, bem como 
observar a comunicação entre células mieloides e C.S., analisamos três importantes 
citocinas por ELISA e a expressão gênica de SLPI mediante RT-PCR. IL-6, TNF-α e IL-
10 são citocinas com importante função nos processos analisados. Entretanto, vale 
ressaltar que as quantificações destas citocinas e da expressão de SLPI, foram realizadas 
no homogenizado dos músculos, o que não nos fornece dados suficientes para afirmar sua 
real fonte de produção. O mesmo serve para SLPI, que é secretada por células do S.I. 
((Taggart et al., 2002 e Taggart et al., 2005). No entanto, por mais que não saibamos a 
real fonte de citocinas no ambiente analisado, suas concentrações nos fornecem 
minuciosas informações sobre o curso dos processos analisados, exibindo funções que 
podem influenciar tanto a mudança fenotípica de Mϕs, quanto os processos de 
proliferação e diferenciação de C.S. As concentrações de TNF-α, IL-10 e IL-6 exibem 




mediados por células mieloides e miócitos (Kedzierska et al., 2001; Barranco et al., 2012 
e Rubio-Perez et al., 2012). Nos processos analisados, individualmente cada citocina 
apresenta um efeito biológico distinto, sendo TNF-α responsável por mediar as reações 
pró-inflamatórias, IL-10 as anti-inflamatórias e IL-6 com efeito ambíguo (Baeza-Raja et 
al.,2004). 
No TCL nossos resultados indicam grande influência de TNF-α a partir do G48, 
onde suas elevações aumentaram de forma abrupta e se mantiveram elevadas até o G72.  
Contudo, no TB não observamos alteração nas concentrações de TNF-α, que nos 
fazem crer que as alterações promovidas neste músculo pós-protocolo foram mediadas 
apenas pelas correlações entre IL-6 e IL-10. Deste modo, os resultados no TB nos indica 
que o protocolo downhill motivou quebra na homeostasia 24 horas após o E.F downhill, 
que foi reestabelecido a partir de 48 horas e manteve-se inalterado até 72 horas. Apesar 
de não observarmos diferença estatística em relação à liberação de IL-6 e IL-10, 
observamos correlação positiva entre as mesmas. No G24, foi observada elevação 
significativa na expressão de MYOD, onde IL-6 e IL-10 apresentaram elevação em seus 
valores médios, o que nos sugere o envolvimento entre IL-6 e IL-10 com aumento da 
expressão de MYOD no G24 e reflete os resultados obtidos entre a correlação positiva de 
IL-10 e MIOGENINA.  
No TCL, apesar das concentrações de TNF-α terem se elevado 48 e 72 horas após o 
protocolo de E.F, nós acreditamos que seus efeitos pró-inflamatórios não foram 
predominantes e que suas elevações a partir de G24 sofreram influências da criação de 
um novo microambiente. Inicialmente, de 0 a 24 horas observamos notado aumento nas 
concentrações de TNF-α, porém, apesar de aumentar sua média em 264% em relação ao 
controle, nossos resultados não foram estatisticamente comprovados. Contudo, este 
aumento já foi descrito após o protocolo downhill e relacionado com a ativação da sua 
principal via pró-inflamatória e proteolítica (NFkβ) (Liao peng et al. 2009).  
Este resultado é suportado não apenas pela elevação encontrada em outros 
trabalhos, mas também pela diminuição significativa de MIOGENINA no mesmo grupo 
muscular, fenômeno este corriqueiramente associado à atividade inibitória clássica da 
miogênese, desencadeada pela ativação de vias proteolíticas, também sugerida por Liao 
peng et al. 2009.  
A partir de 48 horas, observamos importante restabelecimento da miogênese no 




ser associado com aumento da expressão gênica de CD163
+
. Estes dois resultados 
somados à ativação correlacionada de TNF-α, IL-6 e IL-10 em todos os períodos 
analisados, nos permitem inferir que outro microambiente foi criado 48 horas após o 
protocolo de E.F. No G72, acreditamos que os conjuntos destas alterações estão 
relacionados com diferentes vias moleculares, as quais se distinguem das vias clássicas 
pró-inflamatórias exibidas pelo TNF-α.
 
 As ações coordenadas destas citocinas na criação de um novo microambiente estão 
associadas ao desencadeamento de diferentes vias celulares, como as vias da JAK/STAT 
e as da SOCS, importantes vias ativadoras dos processos de diferenciação celular e efeito 
anti-inflamatório (Yasukawa et al.,2003; Lang et al., 2003 e Croker et al., 2003). IL-6 e 
IL-10 são as principais citocinas envolvidas com a ativação das vias moleculares citadas, 
embora não tenhamos observado aumento significativo de suas concentrações. Contudo, 
em modelo KO de IL-10, Tidball & Deng (2012) não observaram aumento de CD163
+
 
após lesão induzida pelo E.F. Isto sugere que apesar de não termos observado aumento 
significativo de IL-10 no nosso modelo, sua ação pode ter influenciado o fenômeno 
analisado. 
 Além disto, os conjuntos de alterações mediadas nos levam a crer que a partir de 
G24 iniciaram-se os processos de fagocitose mediados por Mϕs no TCL. O primeiro e 





18), notadamente observada pela diminuição de CD68
+
 no G48 (figura 6) concomitante 
ao aumento de CD163
+
 (figura 8). Fenômeno este frequentemente associado à atividade 
fagocítica e mudança fenotípica de Mϕs (Arnold et al., 2007; Chazaud et al., 2007; 
Tidball &Deng 2012). 
Os dados relativos às citocinas neste período, também nos levam a crer que este 
fenômeno possa ter sido mediado por estas moléculas. Apesar de não denotar diferença 
estatística, observamos que no G24 no TCL TNF-α aumentou 263% em relação ao G0. 
Junto a este processo observamos as menores médias de IL-6 e IL-10. No entanto, no 
G48, observamos aumento não somente nas concentrações de TNF-α, mas também 
aumento concomitante de IL-6 e IL-10. Acreditamos que estas alterações correlacionadas 
influenciaram os processos fagocíticos de Mϕs neste período, resultado este suportado 
por Michlewska et al., (2009) em cultura celular, onde a concomitância na liberação entre 




Apesar de não encontrarmos alterações estatísticas no G72 no TCL, observamos as 
maiores concentrações de todas as citocinas analisadas neste grupo. Acreditamos que 
estas concentrações de forma correlacionada também foram responsáveis por influenciar 
diferentes vias moleculares no ambiente analisado, inibindo a ação clássica de TNF-α e 
promovendo um microambiente de ativação alternativo (Chen et al., 2006, Bakkar et al., 
2008 e Bakkar et al., 2012). 
Sabemos que quando IL-6 age em concomitância com TNF-α ocorre um 
favorecimento transcricional no sentido pró-inflamatório, porém, na presença de IL-10, 
seus efeitos favorecem um efeito antagônico (Chen et al., 2006, Bakkar et al., 2008 e 
Bakkar et al., 2012). 
A sinalização de IL-6 é modulada pela ativação de IL-6R e Gp130. Quando ocorre 
sua sinalização isolada, ou mesmo, concomitante a TNF-α seu resultado é uma ativação 
pró-inflamatória, via NFKB ou via JAK/STAT-3. Porém, na presença de IL-10, Mϕs 
ativam a via molecular da SOCS, inibidor da Gp130. Esta inibição é uma das 
responsáveis por influenciar IL-6 nas reações anti-inflamatórias, fazendo com que esta 
citocina deixe de agir através de suas vias moleculares clássicas e passe a ativar vias 
moleculares semelhantes à IL-10 (Yasukawa et al.,2003; Lang et al., 2003 e Croker et al., 
2003). Acreditamos que este seja um dos processos que esteja ocorrendo nos períodos 
que compreendem o G24 e G72 no TCL. 
No mesmo sentido da IL-10 influênciando as vias da IL-6 e TNF-α e da ativação 
concomitante da SOCS sobre os mecanismos de ação da IL-6, tentamos evidenciar a 
participação de SLPI. Esta análise foi realizada devido ao importante papel deste fator 
nestes processos de inibição da resposta inflamatória e mudança microambiental (Nathan, 
2002). No mais, sua produção e secreção por leucócitos já foram relacionados aos 
processos de inibição da proteólise no M.E, dentre os quais se destacam o sistema 
proteolítico ubiquitina-proteassoma (Urso et al., 2007) e inibição da via de Ativação 
NFkβ em Mϕs em cultura (Taggart et al., 2002 e Taggart et al., 2005). 
Contudo, este conjunto de alterações motivado pelas concentrações de citocinas, 
somado à expressão de SLPI no G24, G48 e G72, nos indicaríam que diferente 
transcrição molecular ocorreríam nas células do S.I durante este processo. No entanto não 
conseguimos analisar de fato o envolvimento das vias moleculares que governam estas 




Além de influenciar o envolvimento de Mϕs nos processos analizados, também 
acreditamos que estas citocinas influenciaram os processos de proliferação e 
diferenciação de C.S. Dois resultados suportam significativamente estas afirmações. No 
TCL observamos importante correlação positiva entre TNF-α e MYOD, enquanto que no 
TB observamos correlação, porém de menor expressividade entre IL-10 e MIOGENINA. 
Alguns trabalhos em cultura celular demontraram que a administração isolada de IL-10 
não exibe ação na manifestação de C.S, porém, com concomitante administração com IL-
4/desametasona na presença de Mϕs do tipo M2, ocorre importante estímulo tanto na 
proliferação quanto na diferenciação de C.S (Arnold et al., 2007; Villalta 2011 e Tidball e 
Deng et al., 2012). 
No entanto, diversos trabalhos mostram um importante envolvimento de TNF-α nos 
processos de miogênese, principalmente reforçando nossos achados que esta molécula 
aumenta a expressão de MYOD. Porém este efeito de TNF-α neste processo parece estar 
associado ao tipo de via molecular ativado nos miócitos. (Tidball e Vilalta et al., 2009) 
Neste sentido, já foi demonstrado que, quando TNF-α ativa a via clássica do NFkβ, 
ocorre desestabilização da síntese proteica de MYOD (Langen et al., 2004), no entanto se 
a ativação dos miócitos ocorre pela via das MAPK, via alternativa da NFkβ (Bakkar et 
al., 2008 e Bakkar et al., 2012) ou envolvendo p38 (Chen et al., 2006), TNF-α tona-se 
um importante agente mitogênico. 
Efeito similar parece ser motivado pela ação da IL-6, porém os trabalhos mostram 
que IL-6 além de ativar a proliferação de C.S., também é um importante desencadeador 
nos processos de diferenciação terminal (Zhang et al., 2013). Na presença de IL-10, estas 
suposições da transição molecular ficam mais evidentes, pois IL-10 além de suprimir as 
respostas pró-inflamatórias é responsável por inibir os efeitos supressivos de TNF-α 
sobre a sinalização de IGF-1 em mioblastos (Strle K et al., 2007). Contudo, isto se torna 
mais interessante pelo fato de IL-10 inibir os processos de TNF-α sem influenciar a 
expressão do seu receptor, o que propicia estas alterações independentemente das 
concentrações extracelulares de TNF-α (Strle K et al., 2007). 
Resultados similares aos nossos, em relação às concentrações de TNF-α, após 
protocolo de E.F downhill no TCL até o G24 já foram descritos no trabalho de Liao Peng 
et al. (2009).  No trabalho realizado por este grupo, foi determinado que o protocolo 
downhill não só elevou as concentrações de TNF-α até 24 horas, mas também evidenciou 




ativação da via NFkβ. Estes achados são de extrema importância, pois suportam a 
mudança de microambiente analisada pelo nosso trabalho, onde a secreção de TNF-α 
motivou, ou não inibiu os processos de miogênese a partir de 48 horas. Além disto, neste 
estudo foi utilizada a mesma espécie de ratos e avaliado os mesmos tipos de fibras 
musculares, o que sugere importante semelhança com nossos resultados. 
 
5.5-CORRELAÇÕES 
Afim de verificar a relevância destas correlações apresentadas, utilizamos a tabela 
de Salkind (2000), onde  os respectivos coeficientes e suas classificações são, de 0.0 a (- 
ou +) 0.2 consideradas MUITO FRACAS; (- ou +) 0.2 a (- ou +) 0.4 FRACAS; (- ou +) 
0,4 a (- ou +) 0,6 MODERADAS; (- ou +) 06 a (- ou +) 0.8 FORTE e (- ou +) 0,8 a (- ou 
+) 10 MUITO FORTE. 
  Além de analisar por meio da expressão gênica, o comportamento de Mϕs e C.S, 
durante os tempos pós E.F, como demonstrado também avaliamos as concentrações de 
citocinas liberadas pelo M.E através de ELISA. Por apenas as citocinas exibirem efeitos 
biológicos durante os processos analisados, tentamos evidenciar um possivel efeito que 
estas estejam orquestrando nos ambiente analisado. Para isto utilizamos as análises 
através das correlações. Além das correlações entre a liberação de citocinas, 
evidenciamos 3 importantes correlações, das quais indicam que esta ocorrendo mudança 
fenotípica de Mϕs no TCL, envolvimento da IL-10 com os processos de miogênese no 
TB e fundamental importância de TNF-α com MYOD. 
  Apesar das correlações entre CD68+ e CD163+ no TCL e IL-10 e MIOGENINA  
no TB não serem correlações fortes, elas descrevem o mesmo efeito biológico já 
demonstrados por Arnold et al, (2007) e os trabalhos de revisão de Chazeud et al, (2007) 
e Tidball et al, (2012) após lesão induzida. Em relação à liberação de TNF-α e MYOD, 
apesar de apresentarem forte correlação, são observados 3 pontos que fogem do 
comportamento sugerido. Acreditamos que estes 3 pontos não vão no mesmo sentido de 
nossas análises devido a ineficiência do protocolo utilizado ocasionar as mesmas 
alterações em tempo e em magnitude na musculatura analizada após o E.F, o que também 
explica a incidência dos desvios padrões nos diversos parâmetros avaliados. 
Contudo, Chazeud et al. (2007), por meio de notexina, categorizou o 
comportamento de Mϕs recrutados após lesão no M.E. Neste trabalho de revisão os 




evidenciando principalmente o papel de Mϕs e sua comunicação com C.S. Assim, neste 
trabalho são elencadas 7 principais alterações ocasionadas no microambiente de lesão que 
divide o envolvimento de Mϕs nos processos de lesão e regeneração muscular. No nosso 
modelo estas etapas citadas no músculo TCL são demonstradas na figura 24,. 
Em período que compreende 7 dias, foram evidenciados 3 períodos fundamentais: 
de 0 a 2 dias, de 2 a 4 dias e de 4 a 7 dias após lesão, o que acreditamos ser próximo do 
nosso modelo no que diz respeito ao período de 0 a 24, 48 a 72 e a partir de 72 horas após 
o protocolo downhill. Nos 2 primeiros dias após lesão (0 a 24 horas no nosso estudo) 3 
são os principais eventos ocasionados: a) lesão induzida e ativação de C.S.; b) aumento 
na liberação de fatores quimioatrativos e c) recrutamento de Mϕs. De 2 a 4 dias (48 a 72 
horas) mais 3 eventos são demonstrados; d) proliferação de C.S, inibição da miogênese e 
e) início da fagocitose, seguido por mudança fenotípica de Mϕs. De 4 a 7 dias (a partir de 
72 horas) observaram-se os dois processos finais; f) proliferação de M2 e g) proteção 
anti-apoptótica concomitantemente ao aumento na miogênese, formando fibras que o 
autor classifica como fibras em formato de croissant. 
Após E.F, poucos foram os trabalhos que avaliaram a comunicação entre Mϕs e 
C.S, principalmente em modelos que não desencadeiam processo lesivo, como alguns 
modelos de E.F moderado e/ou de exaustão. Apesar de nenhum marcador de lesão 
utilizado neste protocolo ter conferido processo lesivo, acreditamos que o músculo TB 
sofreu alterações menos pronunciantes do que o músculo TCL. Interessantemente, 
observamos que mesmo sem desencadear processos lesivos, ocorreram alterações na 
expressão de CD163
+
, o que gera maior necessidade de evidenciar o real envolvimento 
deste fator após o E.F. Na figura 24, é mostrado de forma resumida os acontecimentos no 
músculo TB. 
Os trabalhos nos quais este estudo se baseia são os estudos com diferente modelo 
de lesão muscular, que em magnitude diferem da lesão induzida pelo E.F. Neste sentido, 
existe maior necessidade de avaliar os efeitos do E.F sobre o comportamento de Mϕs 
independente da lesão muscular, pois diferentemente dos processos de lesão muscular, o 
M.E é uma importante fonte de citocinas que podem influenciar a manifestação destes 






Figura 24. Alterações promovidas pelo E.F downhill no músculo TCL e TB de acordo com o tempo. 
Tríceps cabeça longa (TCL); Tríceps Braquial medial (TB), TNF-α, fator de necrose tumoral alpha; IL-6, 
interleucina-6; IL-10, interleucina-10; M1, macrófagos do tipo-1; M2, macrófagos do tipo-2, seta fina preta 











  Concluímos que apesar de não ocorrer aumento nos marcadores séricos 
relacionados à lesão (CK e LDH) o E.F downhill motivou alterações na miogênese no 
M.E, principalmente no TCL. As alterações no TCL possivelmente podem estar 
associadas com diversos fatores, como a organização das fibras musculares, biomecânica 
envolvida no E.F e metabolismo associado ao E.F excêntrico.  
  Também observamos uma possivel modulação do E.F sobre a elevação de 
CD163
+
no TB imediatamente após o E.F, evidencia que deve ser melhor explorada para 





 Diferente de outros modelos de lesão que estimulam a mudança fenotípica entre 2 e 
7 dias, no modelo downhill os resultados sugerem que houve uma mudança fenotípica de 
Mϕs no período que compreende 24 a 48 horas. Neste mesmo sentido, também 
identificamos importante envolvimento do TNF-α nestes processos, seja na inibição ou na 
estimulação da miogênese. Este resultado nos sugere um importante efeito pleiotrópico 
desta citocina, que deve ser melhor explorado para sua elucidação neste modelo em 
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